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SOMMAIRE
La phosphoglucose isomérase est équivalente à la neuroleukine, au
facteur de maturation et au facteur autocrine de motilité (AMF) et elle agit
comme cytokine au près des cellules neuronales, des lymphocytes et des
cellules tumorales. La liaison de l’AMF à son récepteur, AMF-R, induit la motilité
et l’invasion des cellules tumorales. L’AMF-R est un récepteur à sept domaines
transmembranaires qui est concentré au niveau des cavéoles à la membrane
plasmique et à l’intérieur de la cellule, au niveau d’un compartiment spécialisé
du réticulum endoplasmique lisse, les tubules AMF-R. La localisation de l’AMF
R au niveau des cavéoles et du réticulum endoplasmique lisse suggère qu’il
puisse être recyclé entre ces deux compartiments. Nous avons donc entrepris
l’étude de l’endocytose de l’AMF/AMF-R.
Dans les cellules NIH-3T3 le complexe AMF-R et son ligand AMF sont
endocytés via deux voies distinctes. La première voie est effectuée par les
vésicules de clathrine vers des endosomes multivésiculaires, puis ce complexe
est ensuite recyclé vers les fibrilles de fibronectine. La dynamine est une
GTPase qui induit la fission des cavéoles et des vésicules de clathrine de la
membrane plasmique et l’expression d’une forme dominante négative de la
dynamine (K44A) bloque cette voie d’endocytose. Cette voie est également
inhibée lors d’une acidification cytoplasmique et par l’expression cellulaire d’une
forme mutante négative de la clathrine et elle correspond donc à une voie
clathrine-dépendante. La deuxième voie d’endocytose est médiée par une voie
indépendante des vésicules de clathrine vers le REL. Cette voie d’endocytose
est inhibée lors d’un traitement des cellules avec la méthyl-3-cyclodextrine et
par l’expression cellulaire de la dynamine K44A. Cette voie d’endocytose
correspond donc à une voie dépendante des cavéoles/radeaux lipidiques.
Les cavéoles sont des invaginations lisses de la membrane plasmique
qui sont enrobées par la protéine cavéoline. De plus, elles font parties d’un
sous-domaine des radeaux lipidiques, riche en cholestérol et en sphingolipide.
Afin d’identifier le rôle précis des cavéoles dans l’endocytose de l’AMF, nous
avons étudié l’internalisation de l’AMF/AMF-R dans les cellules NIH-3T3
transformées avec les oncogènes H-ras ou v-abl qui montrent une forte
diminution de l’expression des cavéoles et de la cavéoline. Malgré la forte
réduction de la cavéoline et des cavéoles dans ces cellules, I’endocytose de
l’AMF/AMF-R vers le réticulum endoplasmique est augmentée en comparaison
avec les cellules non transformées et cette endocytose est inhibée par la
méthyl--cyclodextrine. La surexpression de la dynamine K44A dans les cellules
NIH-313 transformées induit la formation des invaginations plasmalemmales
lisses qui sont morphologiquement identiques aux cavéoles. Une forte
diminution de l’expression de la cavéoline n’empêche pas la formation et
lendocytose des cavéoles. Ces études indiquent donc que les radeaux
lipidiques, des domaines enrichis en cholestérol, pourraient aussi s’invaginer
pour former une vésicule endocytaire morphologiquement équivalente aux
cavéoles.
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La réintroduction de la cavéoline-1 dans les cellules NIH-3T3
transformées induit également la formation des cavéoles et réduit le taux
d’endocytose de l’AMF vers le réticulum endoplasmique au niveau des cellules
NIH-313 non-transformées. Ces résultats démontrent que la présence de la
cavéoline n’est pas requise pour l’internalisation des cavéoles, mais elle est
nécessaire pour la stabilisation de ces organites et dans la régulation de leur
capacité endocytaire. Ensuite, pour vérifier si la cavéoline régule un autre ligand
des cavéoles, nous avons étudié l’endocytose de la toxine de choléra dans les
cellules NIH-3T3. Nous avons montré que ta surexpression de la cavéoline
réduit aussi l’endocytose de la toxine de choléra vers l’appareil de Golgi.
Il a été montré que l’endocytose du virus SV4O et de la toxine de choléra
passe par un compartiment intermédiaire, appelé cavéosome. À partir des
cavéosomes, SV4O est transporté au niveau du réticulum endoplasmique et la
toxine de choléra est internalisée vers l’appareil de Golgi. Un traitement des
cellules avec le nocodazole, un agent qui dépolymérise les microtubules, inhibe
l’endocytose de SV4O au niveau des cavéosomes. Les cellules NIH-3T3 traitées
avec le nocodazole montrent une inhibition de l’endocytose de la toxine de
choléra vers l’appareil de Golgi, alors que l’endocytose de l’AMF vers le
réticulum endoplasmique n’est pas affectée. Un traitement avec la brefeldin A ou
une endocytose à 20°C bloque l’endocytose de la toxine de choléra vers
l’appareil de Golgi. Toutefois, l’endocytose de l’AMF vers le réticulum
endoplasmïque n’est pas bloquée en présence de la brefeldin A ou à 20°C. De
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plus, une cointernalisation de l’AMF avec la toxine de choléra montre qu’après
seulement cinq minutes l’AMF est déjà internalisé vers le réticulum
endoplasmique, alors que la majorité de la toxine de choléra est encore en
surface. L’AMF est donc directement endocyté vers le réticulum endoplasmique
sans avoir besoin de traverser les cavéosomes et l’appareil de Golgi.
Globalement, ce travail démontre que l’AMF est endocyté par deux voies
distinctes: 1) via les vésicules de clathrine vers les corps multivésiculaires pour
être ensuite recyclé vers les filaments de fibronectine; 2) via les
cavéoles/radeaux lipidiques vers le réticulum endoplasmique. Cette dernière
voie d’endocytose est la première démonstration de l’endocytose médiée par un
récepteur qui est effectuée par les cavéoles vers le réticulum endoplasmique.
Ces travaux nous ont également permis de caractériser le rôle de la cavéoline-1
dans la régulation des capacités endocytaires des cavéoles et des radeaux
lipidiques.
Mots-cléfs: Facteur autocrine de motilité, réticulum endoplasmique, toxine de
choléra, cavéoline, dynamine, fibronectine, motilité cellulaire, transformation
cellulaire
VSUMMARY
Phosphoglucose isomerase is equivalent to neuroleukin, maturation
factor and autocrine motility factor (AMF) that function as cytokines in neuronal
celis, lymphocytes and tumour ceNs. The binding ofAMF to its receptor, AMF-R,
induces celi motility and invasion of cancer ceils. AMF-R is a protein with seven
transmembrane domains localized to cefl surface caveolae and ta smooth ER
tubules. The colocalization 0f AMF-R to both caveolae and the smooth ER
suggest that AMF-R must recycle between these two cellular compariments. We
therefore undertook the study of AMF/AMF-R endocytosis.
We show in NIH-3T3 fibroblasts that the AMF/AMF-R complex 15
internalised by two distinct pathways. First, AMF is internalized via a clathrin
dependent pathway to multivesicular bodies (MVBs) that mediate its recycling ta
fibronectin fibrils. This endocytic pathway is inhibited by cytoplasm acidification
and expression of the clathrin hub as welI as the dominant negative mutant of
dynamin (K44A). Dynamin GTPase activity is responsible for the fission of bath
clathrin-coated pits and caveolae from the plasma membrane. AMF/AMF-R
complex is also internalised by a clathrin-independent pathway ta smooth ER
tubules that is blocked in the presence of R-cyclodextrin and by the expression
of the mutant dynamin K44A. This pathway therefore corresponds ta the
caveolae/raft-dependent pathway.
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Caveolae are smooth plasmalemmal vesicies associated wïth caveolin
that form a subdomain of cholesterol, sphingomyelin-rich glycolipid rafts. We
studied AMF/AMF-R internalisation in NIH-3T3 ceIs transformed with the
oncogene H-ras or v-abi that present a strong reduction of caveolin and
caveolae expression, respectively. AMF/AMF-R internalization studies by EM
shows that in spite of the reduction of caveolin and caveoiae, the AMF-R
complex ïs stiil internaiised to the ER and this pathway is sensitive to methyI-f
cyclodextrin. Indeed, quantification showed the increased endocytosis of AMF to
ER in transformed ceNs. Overexpression of dynamin K44A in transformed N1H-
3T3 ceNs induced the formation of smooth plasmalemmal vesicles
morphologicaNy identicai to caveolae. Reduced caveolin expression does not
prevent glycolipid rafts to form endocytic vesicles morphologically equivalent to
caveoiae.
Expression of caveoiin-J in the ras and abi transformed NIH-3T3 ceNs
induced the de novo formation of caveolae and reduced AMF endocytosis to the
ER to the level 0f NIH-3T3 ceNs. These resuits indicated that caveoiin-1
expression is not necessary for caveoiae endocytosis but rather stabiiizes
caveolae expression at the plasma membrane and reguiates their endocytic
function. In order to determine whether caveoiin-1 regulates the endocytosis of
Iigands other than AMF, we aiso investigated choiera toxin internalization in N1H-
3T3 celis. Overexpression of caveolin-1 in these ceils also reduced choiera toxin
endocytosis to the Goigi apparatus.
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SV4O virus and choiera toxin are endocytosed via caveoiae ta a caveolin
positive endosomal compartment, the caveosome. From this compartment,
SV4O is transported ta the ER while Choiera toxin is internalized to the Golgi
apparatus. Nocodazole, a microtubule depalymerization agent has been shawn
ta cause an accumulation of SV4O in the caveosome. Nocodazole treatment cf
N1H-313 celis blocked choiera toxin endocytosis to the Goigi apparatus but did
nat affect AMF endacytasis ta the ER. Furthermare, while brefeldin A and a
20°C black inhibited choiera toxin endocytosis to the Golgi apparatus, AMF
endocytosis to the ER was nat affected. Choiera toxin and AMF cainternalization
studies show that after only five minutes incubation AMF is aiready internaiized
to the ER, whiie the majarity af choiera toxin remained at the ceil surface.
Iherefote, aur resuits indicate that fram caveoiae, AMF is directiy internalized
fram caveolae ta the ER.
in summary, these studies show that AMF is internaiized by twa distinct
pathways: 1) clathrin-dependent endacytosis ta MVBs and then recycling to
fibronectin fibrils; and 2) caveolae/raft-dependent endocytosis ta the ER.
Caveolae-mediated endacytosis cf AMF ta the ER is the first demonstratianof
caveaiae-mediated receptor endocytosis to the ER. Study of AMF endocytosis
has further enabled the identification of a regulatory effect of caveolin-1 on
caveaiae/raft-dependent endocytosis.
VIII
Keywords: Autocrine motiiity factor, endopiasmic reticulum, choiera toxin,
caveolin, dynamin, fibronectin, ceii motiiïty, celi transformation.
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I. INTRODUCTION
1. ENDOCYTOSE
L’endocytose est un processus cellulaire qui sert à transporter des
substances du milieu externe vers l’intérieur de la cellule. Ainsi, elle permet à la
cellule d’internaliser des nutriments, des hormones et d’autres molécules à la
membrane plasmique vers les compartiments intracellulaires. Elle joue un rôle
essentiel dans le contrôle de la quantité de récepteurs et de leurs ligands à la
surface cellulaire ainsi que dans le milieu extracellulaire, soit en les séquestrant
dans des compartiments intracellulaires ou en les dégradant. De plus,
l’endocytose joue un rôle important dans l’activation et la propagation des voies
de signalisation. Plus récemment, il a été montré que différents pathogènes
utilisent l’endocytose pour rentrer dans la cellule. L’endocytose est donc un
processus très important à la vie cellulaire.
Le mécanisme d’internalisation des molécules est subdivisé en deux
grandes catégories : 1) la phagocytose est un processus par lequel la cellule
engloutie des particules ayant plus de 0,5 micromètre de diamètre en les
entourant d’un pseudopode; 2) l’endocytose est un processus pat lequel la
cellule internalise de petites molécules à l’aide des invaginations de la
membrane plasmique (Mellman, 1996). L’endocytose peut être effectuée soit
par: 1) les vésicules enrobées de clathrine; 2) les vésicules sans clathrine ; 3)
les cavéoles (Figurel). Dans la prochaine section, nous définirons plus en détail
chacune de ces voies d’internalisation.
3Figure 1. Les multiples voies d’internatisation dans les cellules de
mammifères. Les différentes voies d’endocytose se distinguent par la taille des
vésicules endocytaires, la nature des cargos (les ligands, les récepteurs et les
lipides) et par les mécanismes de formation des vésicules endocytaires. Les
vésicules de clathrine sont caractérisées par un recouvrement de clathrine du
côté cytoplasmique qui leurs donnent une apparence de membrane épaissie.
Alors que les différentes classes de vésicules dépourvues de clathrine ont une
morphologie de vésicules plasmalemmales lisses. Les cavéoles et les radeaux
lipidiques se distinguent des vésicules non-enrobées de clathrine par
l’implication de la dynamine dans leur détachement de la membrane plasmique.
Les cavéoles diffèrent des radeaux lipidiques dû à un enrichissement de la
protéine cavéoline du côté cytoplasmique (Adapté de Conner et Schmid, 2003).
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41.1 L’endocytose effectuée par les vésicules de clathrine
L’endocytose médiée par les vésicules enrobées de clathrine est la voie
d’internalisation classique des cellules de mammifère. Elle est reconnue pour
son rôle dans l’endocytose médiée par l’intermédiaire d’un récepteur et dans
l’internalisation de la phase fluide. De nombreux récepteurs sont internalisés par
cette voie. Le récepteur de transferrine (TFR), le récepteur des lipoprotéines à
faible densité (LDLR) et le récepteur du facteur de croissance de l’épiderme
(EGFR) sont les récepteurs les plus utilisés pour l’étude de cette voie
d’endocytose (Mellman, 1996; Schmid, 1997; Brodsky et al., 2001).
L’endocytose effectuée par les vésicules enrobées de clathrine dans les
cellules de mammifères débute avec la formation d’un puit de clathrine qui va
s’invaginer pour former une vésicule de clathrine et cette vésicule va finalement
se détacher de la membrane plasmique pour devenir une vésicule endocytaire.
Dans le cytoplasme, la clathrine et les protéines adaptatrices vont se dissocier
des vésicules de clathrine et ces vésicules vont ensuite fusionner avec les
endosomes précoces. Puis, les récepteurs endocytés sont recyclés vers la
membrane plasmique, soit à partir des endosomes précoces ou des
compartiments plus tardifs. Les molécules destinées à la dégradation sont quant
à elles envoyées vers les lysosomes. De cette façon, l’endocytose médiée par
les vésicules de clathrine aide au contrôle du nombre de récepteurs à la surface
(Sorkin, 2000; Brodsky et al., 2001).
1.1.1 La formation des vésicules de clathrine
La formation d’une vésicule de clathrine est effectuée en plusieurs étapes
et débute avec: 1) le recrutement des protéines adaptatrices (AP2), des
molécules cargo, de la clathrine et des protéines accessoires à la membrane
plasmique; 2) la constriction et ensuite le détachement des vésicules de
clathrine; 3) la dissociation de la clathrine des vésicules endocytaires.
1.1.1.1 Le recrutement de la clathrine et des protéines résidentes des puits de
clathrine
La clathrine est une des principales composantes impliquées dans la
formation du “manteau” de clathrine. Dans le cytoplasme, la clathrine se
présente sous la forme de triskelion. Le triskelion est composé de trois chaînes
lourdes identiques et de trois chaînes légères. Chacun de ces triskelions est
retenu par un domaine centrale appelé “hub”. La clathrine a la propriété de
s’autoassembler et la formation d’une “cage” est effectuée par une
oligomérisation des triskelions (Kirchhausen, 2000). Des essais in vitro ont
montré que l’assemblage de la clathrine seul pouvait générer une force qui
provoque une courbature de la membrane (Mahaffey et al., 1989; Smythe et al.,
1992). Toutefois, in vivo, d’autres protéines sont nécessaires pour la formation
des vésicules de clathrine.
6En plus de la clathrine, les protéines adaptatrices et API8O sont
également impliquées dans l’assemblage de la clathrine et dans l’endocytose.
La protéine adaptatrice I (APi) est composée des sous-unités f31, y, piA et ai,
alors que AP2 est composée des sous-unités ci, f32, p2, et a2 (Kirchhausen,
1999). APi est localisé au niveau du réseau trans-golgien et AP2 est spécifique
à la membrane plasmique (Pearse and Robinson, 1990). Les protéines
adaptatrices, AP3 et AP4, similaires à APi et AP2 ont été identifiées. AP3 est
impliquée dans le transport spécialisé du réseau trans-Golgien et AP4 est
faiblement exprimée et elle a été localisée dans la partie trans-Golgienne
(Kirchhausen 1999; Dell’ Angelica et al., 1999; Hirst et aI., 1999). La fonction
de AP4 n’est pas encore claire, mais il a des évidences qui montrent que AP4
peut être impliquée dans le ciblage des protéines vers les lysosomes (Aguilar et
al., 2001) ou vers le côté basolatéral des cellules MDCK (Simmen et al., 2002).
APi et AP2 induisent l’assemblage de la clathrine à travers leurs sous-
unités f31 et f32 (Gallusser and Kirchhausen, 1993). Les sous-unités pi et p2
sont impliquées dans la liaison avec les molécules cargo. li a été montré que la
sous-unité p se liait particulièrement aux récepteurs qui présentent un motif
YXXp dans leur domaine cytoplasmique (Ohno et al., 1995). D’autres sous-
unités peuvent également lier spécifiquement différentes protéines tel que f32-
adaptine et f32-arrestine. Les protéines adaptatrices sont donc impliquées dans
la reconnaissance et la sélection de molécules cargo.
7La clathrine peut aussi interagir directement avec APJ8O qui se lie aussi
avec AP2. APi 80 et AP2 interagissent également avec I’inositol phosphatidyl
bisphosphate (PIP2) (Brodsky et al., 2001). PIP2 est présent en grande
concentration à la membrane plasmique et il serait impliqué dans le recrutement
de AP2 et AP18O à la membrane (Cremona and De Camilli, 2001). Les
complexes AP2 et AP18O, à leur tour, vont recruter les triskelions de clathrine
(Takei and Haucke, 2001). AP180 aurait pour fonction de stimuler l’assemblage
de la clathrine et de réguler la grandeur des vésicules de clathrine (Zhang et al.,
1998; McMahon, 1999; Mao et al., 2001).
7.1.7.2 Les mécanismes de recrutement des protéines cargo dans les vésicules
de clathrine
Les vésicules de clathrine recrutent trois différentes classes de
récepteurs par un mécanisme qui est régulé par des peptides de signalisation
(sorting signaIs). La première classe de récepteurs (TfR et LDLR) sont ceux qui
se concentrent dans les vésicules de clathrine de façon constitutive. La seconde
classe de récepteurs comprend ceux qui sont recrutés aux niveaux des
vésicules de clathrine suite à une stimulation du récepteur et celle stimulation
est effectuée par la liaison du ligand au récepteur. Parmi ces récepteurs, il y a
les récepteurs de type tyrosine kinase et les récepteurs couplés aux protéines G
tels que les récepteurs 32-adrénergique et les EGFRs.
$Les récepteurs qui sont recrutés dans les puits de clathrine de façon
constitutive sont généralement des récepteurs qui contiennent un peptide signal
à base de tyrosine de type YXXcI du côté cytoplasmique. Il a été montré que les
molécules AP2 interagissent directement avec ce peptide (Pearse, 1988; Ohno
et al., 1995). Dans un système in vitro, les récepteurs contenant le peptide
signal à base de tytosine augmentent l’interaction entre AP2 et la
synaptotagmine et ceffe liaison servirait à augmenter la liaison de AP2 à la
membrane des cellules neuronales (Farsad et al., 2001). Récemment, une autre
étude a montré que c’est la phosphorylation de la sous-unité i de la molécule
AP2 qui augmente son affinité pour les peptides ayant un motif à base de
tysosine (Fingerhut et al., 2001). Ces résultats impliquent AP2 dans la
reconnaissance des récepteurs contenant une séquence peptidique à base de
tyrosine et qui a pour effet de faciliter le recrutement de ces récepteurs dans les
vésicules de clathrine. Il a également été rapporté qu’une surexpression de TfR
dans les cellules de poulets est corrélée avec une augmentation du nombre de
vésicules de clathrine (Miller et al., 1991). Toutefois, aucun effet sur le nombre
de vésicules de clathrine a été observé lors de la surexpression de TfR dans
d’autres lignées cellulaires (Warren et al., 199f; Brown et al., 1999).
Chez les mammifères, une stimulation du récepteur par le ligand n’induit
pas la formation des vésicules de clathrine (Santini et al., 1998). Toutefois, la
liaison du ligand induit une stimulation de la reconnaissance du récepteur par
les molécules AP2. Pour les récepteurs de type tyrosine kinase, une
9phosphorylation de leur domaine cytoplasmique induit un changement de
conformation exposant ainsi le site de liaison avec AP2 (Chen et al., 1989). Pour
EGFR, il a été montré que suite à la liaison de EGF à son récepteur, une
phosphorylation de la clathrine se produit et la clathrine est recrutée à la
membrane plasmique. La phosphorylation de la clathrine est effectuée par une
SRC kinase. Une inhibition de cette kinase empêche la phosphorylation de la
clathrine et cause un retardement de l’internalisation de EGFR (Wilde et al.,
1999). L’ubiquitination pourrait également être un signal pour la séquestration
des récepteurs dans les vésicules de clathrine. L’ubiquitination est associée
avec l’internalisation de plusieurs récepteurs (Alves dos Santos et al., 2001; van
Kerkhof et al., 2002; Cook et al., 2003; Haglund et al., 2003; Mosesson et al.,
2003).
Par contre, le recrutement des récepteurs couplés aux protéines G, tel
que le récepteur f3-2 adrénergique, dans les vésicules de clathrine est initié par
la liaison du ligand au récepteur et cette activation induit la phosphorylation du
récepteur et le recrutement des f3-arrestines. -arrestine se lie avec le récepteur
activé ainsi qu’avec la clathrine et AP2, ces liaisons permettent le recrutement
des récepteurs couplés aux protéines G dans les vésicules de clathrine
(Goodman et al., 1997; Goodman et al., 1998; Laporte et al., 1999). lI a été
montré que r3-arrestine 1 recrute la tyrosine kinase c-SRC à la membrane
plasmique afin de phosphoryler des protéines intermédiaires tel que la
‘o
dynamine, une protéine impliquée dans le détachement des vésicules de
clathrine de la membrane plasmique (Millet et aI., 2000; Kim et al., 2003).
1.1.1.3 Le recrutement des protéines accessoires
Les protéines accessoires sont des protéines qui se lient soit à la
clathrine, AP2 ou PIP2 et elles sont recrutées de façon transitoire à la
membrane plasmique. Elles participent à la sélection de cargo ainsi qu’à la
formation des puits de clathrine. Les protéines Epsl5 et epsin sont des
protéines candidates pour la sélection de cargo et dans l’assemblage des
vésicules de clathrine. Epsl5 et epsin contiennent un motif qui s’associe avec
l’ubiquitine et ces protéines pourraient être impliquées dans le recrutement des
molécules cargo ubiquitinées (Polo et al., 2002). En plus d’être impliquée dans
la sélection des molécules cargo, Epsl5 est aussi impliquée dans l’assemblage
de la clathrine et au réarrangement des clathrines en réseau (lattice) par son
association avec les protéines AP18O et AP2 (Benmerah et al., 1998; Morgan et
al., 2003).
La structure de epsin-1 est très similaire à APJ8O, son côté N-terminal se
lie avec les lipides inositols et sa queue cytoplasmique contient des sites de
liaison avec la clathrine, AP-2 et Epsl5 (Kalthoif et aI., 2002). Il a été montré in
vitro que l’epsin-l recombinant induit l’assemblage de la clathrine en forme de
cage (Kaithoif et al., 2002) et in vivo, epsin-1 est essentiel pour l’endocytose
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(Chen et aI., 1998). Ainsi, en association avec AP18O, epsin-1 contribue au
recrutement rapide et efficace de la clathrine et de AP2 aux niveaux des puits de
clathrine (Kalthoff et al., 2002). De plus, des études in vitro sur une monocouche
lipidique ont montré que par son association avec les lipides inositols, epsin-1
est capable de modifier la courbature de la membrane plasmique et ainsi, elle
facilite la formation des vésicules de clathrine (Ford et al., 2002).
1.1.1.4 La constriction et le détachement des vésicules de clathrine
La dynamine, l’endophilin, l’amphiphysin sont également des protéines
accessoires. Toutefois, ces protéines vont aider ou contribuer à la constriction et
à la fission des vésicules de clathrine.
La dynamine est une grosse protéine qui possède une activité
GTPasique. Elle est constituée de plusieurs domaines, dont un domaine
GTPase du côté N-terminal qui lui permet de se lier au GTP et d’hydrolyser le
GTP en GDP; un domaine PH (pleckstrin homology) dans la région centrale qui
lui permet de se lier spécifiquement au Ptdlns(4, 5)P2; un domaine GED
(GTPase effector domain) du côté C-terminal qui est impliqué dans
l’oligomérisation et l’auto-assemblage de la dynamine. Ce domaine est suivi par
un domaine PRD qui, par son association avec les domaines SH3, permet à la
dynamine de se lier avec d’autres protéines tel que amphysine, endophiline et
actine (Hinshaw, 2000; McNiven et al., 2000).
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Il a été montré que la dynamine est recrutée au niveau du col des
vésicules de clathrine où elle participe à la constriction et au détachement de
ces vésicules de la membrane plasmique. Une mutation dans le domaine
GTPasique de la dynamine (K44A) résulte en une défaillance dans sa capacité
de lier et d’hydrolyser le GTP. Donc, les cellules qui expriment la dynamine
mutante K44A montrent une accumulation des vésicules de clathrine et des
cavéoles à la membrane plasmique. De plus, une inhibition de l’endocytose
effectuée par les vésicules de clathrine, des cavéoles et des radeaux lipidiques
a été observée lors de l’expression de la dynamine K44A (Hinshaw, 2000;
McNiven et al., 2000).
De plus, des essais in vitro ont montré qu’une interaction de la dynamine
avec amphiphysin et avec PIPs pouvait induire une déformation des lipides de la
membrane plasmique. Cette interaction avec les lipides pourrait contribuer à la
déformation de la membrane durant la fission des vésicules de clathrine (Takei
et al., 1999). Endophilin-1 est une enzyme cytosolique qui convertie l’acide
lysophosphatidique en acide phosphatidique. Cette réaction enzymatique
pourrait générer un changement dans la courbature de la membrane plasmique.
Par son interaction avec la dynamine, l’endophilin facilite l’invagination des
vésicules de clathrine et contribue ainsi au détachement des vésicules de
clathrine (Schmidt et al., 1999; Huffner and Schmidt, 2000; Farsad et al., 2001).
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1.1.7.5 La dissociation de la c!athnne
Suivant le détachement des vésicules de clathrine de la membrane
plasmique (encore entièrement recouvertes de clathrine), la clathrine et
subséquemment, les molécules adaptatrices vont se dissocier de la vésicule.
Ces étapes sont effectuées avec l’aide de plusieurs molécules tel que la
synaptojanin, auxilin et hsc70.
La synaptojanin-1 est une polyphosphoinositide phosphatase et dans un
système in vitro, la synaptojanin-1 déphosphoryle plusieurs PlPs. Elle clive
spécifiquement les 3-, 4- et 5-phospates des Pl(3)P, Pl(4)P, Pl(3, 5)P2 et Pl(3, 4,
5)P3 (Mcpherson et al. 1996). Une perte de la synaptojanin-1 chez la souris est
léthale et cause une accumulation des vésicules de clathrine (Cremona et al.,
1999; Harris et al., 2000; Kim et aI., 2002). Une mutation de l’homologue de la
synaptojanin-1, unc-26, chez le vers montre une déficience dans le recrutement,
la fission des vésicules de clathrine et une dissociation de la clathrine (Harris et
al., 2000). Ces résultats montrent un rôle pour la synaptojanin-1 dans la
dissociation du manteau de clathrine.
La synaptojanin-2 est exprimée de façon ubiquitaire et son domaine
catalytique est fortement homologue à la synaptojanin-1. Une délétion de la
synaptojanin-2 avec un siRNA (small-interfering RNA) bloque l’endocytose de
EGF et montre une réduction du nombre d’invagination et de vésicules de
14
clathrine à la membrane plasmique. Ces résultats suggèrent que la
synaptojanin-2 soit aussi impliquée dans la formation des vésicules de clathrine
et non seulement dans la dissociation de la clathrine (Rusk et al., 2003).
En plus de la synaptojanin, auxilin fou GAK (G-associated kinase),
l’homologue de auxilin dans les cellules non-neuronales), est aussi impliquée
dans la dissociation de la clathrine. Une délétion d’un homologue de l’auxilin
chez la levure montre une déficience dans la dissociation du manteau de
clathrine (Pishvaee et al., 2000). Auxilin induit la dissociation de la clathrine en
recrutant hsc70 au niveau du manteau de clathrine, en stimulant l’activité
ATPase de hsc7û (Greener et al., 2000; Pishvaee et al., 2000; Morgan et al.,
2001). Il a été montré qu’une mutation dans le gène codant pour l’auxilin chez
les vers et dans la levure inhibe l’endocytose et provoque une accumulation des
vésicules où la ctathrine est incapable de se dissocier (Umeda et al., 2000; Zhao
et al., 2001).
1.1.2 Les compartiments endosomiales de la voie d’endocytose classique
Suite à la dissociation de la clathrine et des molécules adaptatrices, les
vésicules de clathrine fusionnent avec les endosomes précoces et les molécules
cargo sont triées, puis envoyées vers les compartiments suivants. Les
endosomes précoces ont une forme vésiculotubulaire et un pH de 6.2-6.5. À
partir des endosomes précoces, les protéines cargo sont directement recyclées
‘5
vers la membrane plasmique, ou triées vers le compartiment de recyclage, ou
envoyées vers les endosomes tardifs. Le compartiment de recyclage est
juxtaposé au réseau trans-golgien et il est responsable du retour des molécules
cargo vers la membrane plasmique.
Les endosomes tardifs (également appelés corps multivésiculaires) ont
une forme plus constante et sphérique. Ils sont caractérisés par la présence de
l’acide lysobisphosphatidique et de vacuoles ou des membranes internes. De
plus, ils ont un pH plus acide (5.5) que celui des endosomes précoces. Par le
processus de maturation, les endosomes tardifs peuvent devenir des lysosomes
ou transférer leur contenu vers les lysosomes via les vésicules de transport. Les
lysosomes ont un contenu plus dense et ont la caractéristique de posséder des
hydrolases et des protéases (Meilman, 1996; Mukherjee et al., 1997; Sorkin,
2000).
Les petites GTPases de la famille des rabs sont reconnues pour leur rôle
dans la régulation du transport membranaire. Rab5 est nécessaire pour la
formation des endosomes précoces, rab7 est impliqué dans le transport entre
les endosomes tardifs et les lysosomes, rab4 et 11 sont impliqués dans la voie
de recyclage et rab9 contrôle le transport entre les endosomes tardifs et le
réseau trans-golgien (Meilman, 1996; Mukherjee et al., 1997; Sorkin, 2000). Par
conséquent, une mutation des rabs pourrait être un outil efficace pour bloquer le
transport au niveau dun compartiment endocytaire spécifique.
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1.1.3 Quelques exemples des inhibiteurs qui sont utilisés pour bloquer
l’endocytose des vésicules de clathrine.
Traditionnellement, l’endocytose effectuée par les vésicules de clathrine
peut être bloquée soit par une acidification cytoplasmique, soit par une déplétion
de potassium, soit par un traitement avec la chlorpromazine. L’acidification
cytoplasmique et la déplétion de potassium ont pour effet d’empêcher
l’assemblage de la clathrine (Carpentier et al., 1989; Heuser, 1989; Altankov
and Grinnell, 1993). La chlorpromazine est une drogue qui bloque l’assemblage
de la clathrine à la membrane plasmique et la dissociation de la clathrine aux
niveaux des endosomes (Wang et al., 1993). Cependant, l’utilisation des
dominants négatifs des protéines impliquées dans la formation des vésicules de
clathrine est une approche plus spécifique pour l’analyse de l’endocytose.
L’emploi de la forme dominante négative de la dynamine (K44A), où l’hydrolyse
de la GTP en GDP est bloquée, empêche la fission des vésicules de clathrine
de la membrane plasmique (Henley et al., 1999; Hinshaw, 2000; McNiven et al.,
2000). L’expression des mutants de l’Epsl5 (Carbone et al., 1997; Benmerah et
al., 1998; Benmerah et al., 1999) ou de la clathrine hub (Liu et al., 1998;
Altschuler et al., 1999) induit aussi une inhibition de l’endocytose des vésicules
de clathrine.
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1.2 L’endocytose indépendante des vésicules de clathrine
L’endocytose indépendante des vésicules de clathrine peut être effectuée
soit par les cavéoles, les radeaux lipidiques ou par les vésicules non-enrobées
de clathrine. Ces voies d’endocytose ont été observées lors de l’inhibition de
l’endocytose par les vésicules de clathrine et les mécanismes qui sont impliqués
dans ces voies d’endocytose sont encore peu connus.
1.2.1 L’endocytose via les vésicules non-enrobées de clathrine
L’endocytose via les vésicules non-enrobées de clathrine ou la
pinocytose constitutive se distingue de l’endocytose dépendante des vésicules
de clathrine, des cavéoles ou des radeaux lipidiques par son indépendance de
l’activité GTPasique de la dynamine et par son insensibilité aux agents qui
extraient le cholestérol tels que la filipine, la nystatine ou la méthyle-p
cyclodextrine (mCD) (Damke et al., 1995; Llorente et al., 1998; Contamin et al.,
2000; Sabharanjak et al., 2002). Cette voie d’endocytose est caractérisée par
l’internalisation du ricin. À la surface des cellules, la ricin se lie aux
glycoprotéines et aux glycolipides qui contiennent la galactose du côté terminal
et par conséquent elle peut être endocytée par différents mécanismes
d’internalisation (Sandvig and van Deurs, 1996).
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En effet, lors d’une acidification cytoplasmique dans les cellules Hep2 afin
d’inhiber l’endocytose médiée par les vésicules de clathrine, I’internalisation de
la transferrine est totalement bloquée alors que des lectines tels que la ricin et la
concanavalin A continuent d’être endocytées. Suite à leur internalisation, la ricin
et la concanavalin A sont transportées vers les même endosomes impliqués
dans le transport des molécules provenant de l’endocytose médiée par les
vésicules de clathrine; elles sont par la suite ciblées vers l’appareil de Golgi et
par un transport rétrograde vers le réticulum endopiasmique (Moya et al., 1985;
van Deurs et al., 1986; Sandvig et al., 1987; Hansen et al., 1993). De plus,
lorsque I’endocytose via les vésicules de clathrine ou les cavéoles est bloquée
avec l’expression d’un mutant de la dynamine, les cellules sont quand même
infectées par la ricin (Simpson et al., 1998). Un blocage de I’internalisation des
vésicules de clathrine, des cavéoles et des radeaux lipidiques induit par une
déplétion du cholestérol (Rothberg et al., 1990a; Rodai et al., 1999; Subtil et al.,
1999) n’affecte nullement l’internalisation de la ricin.
De façon similaire à la ricin, l’utilisation des inhibiteurs spécifiques pour
bloquer l’endocytose médiée par les vésicules de clathrine ou par les cavéoles,
ii a aussi été rapporté que le récepteur muscarinique M2, TGF-R (transforming
growth factor- la toxine bactérienne CNF1 (cytotoxic necrotizing factor 1) et
certains récepteurs conjugués avec la GPI (glycosylphosphatidylinositol
anchored proteins) sont endocytés par les vésicules non enrobées de clathrine
(PaIs-Rylaarsdam et al., 1997; Skretting et aI., 1999; Vilhardt et al., 1999;
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Contamin et al., 2000; Zwaagstra et al., 2001; Sabharanjak et al., 2002) (Voir
table 1).
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Table 1: Les molécules et les récepteurs qui sont endocytées par les voies
clathrine-indépendantes
Molécules Références
Vésicules non-enrobées de clathrine
Récepteur Muscariruque M2 (Pals-Rylaarsdam et al., 1997$
Roseberry and Hosey, 2001)
CNF1 (Contamin et al., 2000)
Concanavalin A (Hansen et al., 1993)
Dopamine (Vickery and von Zastrow, 1999)
Protéines ancrées au GPI (Sabharanjak et al., 2002)
Récepteur de la (Skretting et al., 1999)
toxine de Diphteria
conjugué au GPI
Récepteur UPA (Vilhardt et al., 1999)
conjugué au GPI
Ricin (Moya et al., 1985; van Deurs et al., 1986$
Sandvig et al., 1987; Ltorente et al., 2000)
TGF-f (Zwaagstra et aL, 2001)
Radeaux lipidiques
CD59 (Nichols et al., 2001)
GPI-GFP (Nichols et al., 2001)
lnterleukine-2 (Lamaze et al., 2001)
Lactosyl ceramide (Puri et al., 2001)
Toxine de Shiga (Nichols, 2001 #2038)
Toxine de Tétanus (Montesano et aI., 1982; Herreros et al., 2001;
Munro et al., 2001)
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Cavéoles
Acide folique (Rothberg et al., 1990b; Anderson et al., 1992;
Rijnboutt et al., 1996)
Albumine (Schnitzer et al., 1994; Minshall et al., 2000)
Aikaline phosphatase (Parton et aL, 1994)
AMF (Benhimame et al., 1998; Le et al., 2000;
Le et al., 2002)
Echovirus 1 (Marjomaki et al., 2002)
Endothéhine (Chun et al., 1994)
Hormones de croissance (Lobie et al., 1999)
Simian virus 40 (SV4O) (Kartenbeck et al., 1989; Stang et al., 1997;
Pelkmans et al., 2001; Pelkmans et al., 2002)
Toxine de Choléra (Montesano et al., 1982; Parton, 1994;
Orlandi and Fishman, 1998; Le et al., 2003)
Virus respiratoire syncytial (Werling et al., 1999)
Cette table a été compilé à partir de Nichols et Lippincott-Schwartz, 2001;
Pelkmans et Helenius, 2002.
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1.2.2 Les radeaux lipidiques
La membrane plasmique est formée par une double couche de
phospholipides qui peuvent diffuser latéralement. La membrane plasmique peut
aussi exister en état de “liquid ordered” où l’assemblage des lipides est plus
rigide et leurs mouvements limités. Ce type de domaine est causé par une
concentration de cholestérol et des phospholipides et il est également appelé
radeau lïpidique (Brown and London, 1997 Simons and Toomre, 2000).
Les radeaux lipidiques consistent en un assemblage dynamique de
cholestérol et de sphingolipides du côté extracellulaire de la membrane
plasmique. Les protéines sont sélectivement incluses ou exclues des radeaux
lipidiques et ceci pourrait être modulé par un stimulus intra- ou extracellulaire.
Cet assemblage de lipides forme des plateformes qui concentrent des
molécules de signalisation et les radeaux lipidiques sont impliqués dans la
transduction de signaux (Simons and Ikonen, 1997; Kurzchalia and Parton,
1999; Mukherjee and Maxfield, 2000; Simons and Toomre, 2000; Brown, 2002).
Les radeaux lipidiques peuvent réguler la transduction des signaux soit
en activant ou en inactivant les protéines de signalisation. Ainsi, en étant un
domaine qui concentre plusieurs protéines de signalisation, les radeaux
lipidiques favorisent le rapprochement et l’interaction entre ces protéines. Elles
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peuvent également inactiver la transduction des signaux en ségréguant les
molécules de signalisation et ainsi empêcher leur interaction et leur activation.
Durant les dernières années, il a aussi été rapporté que les radeaux
lipidiques sont le site d’internalisation de différents pathogènes et bactéries
(Rosenberger et al., 2000; Shin and Abraham, 2001). Depuis, d’autres études
ont montré que les radeaux lipidiques sont aussi impliqués dans l’endocytose
(voir table 1).
7.2.2.1 Les dimensions des radeaux lipidiques
Les radeaux lipidiques sont impliqués dans plusieurs processus
cellulaires et pourtant, leur existence in vivo est incertaine et controversée. Les
évidences qui montrent leur existence sont surtout basées sur la capacité de les
isoler avec l’utilisation de différents détergents (Simons and Ikonen, 1997;
Kurzchalia and Parton, 1999; Mukherjee and Maxfield, 2000; Simons and
Toomre, 2000; Brown, 2002). Pour cette raison, plusieurs groupes de
chercheurs ont tenté de visualiser et de mesurer ces domaines dans les cellules
vivantes.
Les radeaux lipidiques sont difficiles à séparer des autres membranes. Il
est donc difficile de mesurer directement la largeur de ces microdomaines.
L’utilisation de différentes méthodes indirectes permet d’évaluer la largeur des
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radeaux lipidiques. Cependant, une variabilité dans la largeur des radeaux
lipidiques a été observée selon la technique utilisée. Les protéines liés aux GPI
sont enrichies dans les radeaux lipidiques et sont souvent utilisées pour
marquer les radeaux lipidiques (Brown and Rose, 1992; Schnitzer et al., 1995b).
Une analyse de la diffusion latérale des protéines GPI et des gangliosides
suggèrent que les radeaux lipidiques ont un diamètre de 200-300 nm (Jacobson
et al., 1995; Sheets et al., 1997; Simson et al., 1998).
D’autres études ont montrées par FRET (fluorescence resonance energy
transfer) que les récepteurs GPI-folate se trouvent dans des domaines qui sont
plus petits que 70 nm (Varma and Mayor, 1998). Un autre groupe de chercheurs
a aussi essayé de détecter les radeaux lipidiques par la technique de FRET en
utilisant la toxine de choléra (CTX) et les protéines GPI comme marqueurs des
radeaux lipidiques. Toutefois, la concentration des protéines GPI et de CIX ou
l’existence de larges domaines lipidiques stables n’ont pas été observés, Ils ont
donc suggéré que les radeaux lipidiques sont des domaines instables de la
membrane plasmique et qu’ils existent seulement de façon transitoire
(Kenworthy and Edidin, 1998; Kenworthy et al., 2000). Cette hypothèse
concorde avec le fait que le regroupement des protéines GPI ou de d’autres
composantes des radeaux lipidiques sont seulement visible lorsqu’ils sont
entrecroisés (cross-linked) avec un anticorps secondaire (Mayor et al., 1994;
Parton, 1994; Fujimoto, 1996). Donc, il a été suggéré qu’in vivo, les radeaux
lipidiques sont des structures dynamiques qui sont stabilisées par l’aggrégation
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des détergents ou des anticorps secondaires (Harder and Simons, 1997;
Simons and Ikonen, 1997; Jacobson and Dietrich, 1999).
1.2.2.2 L’isolation etia purification des radeaux lipidiques
Dû à la composition lipidique des radeaux, il est possible de les isoler
avec des méthodes biochimiques. En effet, la purification et la caractérisation
des radeaux lipidiques ont permis l’identification des molécules qui sont
enrichies dans ces microdomaines. Les radeaux lipidiques peuvent être isolés
biochimiquement dû à leur résistance à la solubilisation par les détergents non-
ioniques à 4°C, tel que le Triton X-100. Ensuite, ils sont purifiés par flotaison
dans un gradient de sucrose de 5-30% où les radeaux lipidiques se retrouvent
dans les fractions légères (Brown and Rose, 1992; Lisanti et al., 1995; Lisanti et
al., 1999). Dernièrement, d’autres détergents tels que le NP-40, l’octylglucoside,
CHAPS, le Lubrol et le Brij98 ont été utililés pour isoler les radeaux lipidiques
(Ilangumaran et al., 1999; Roper et al., 2000; Drevot et al., 2002). Les radeaux
lipidiques peuvent même être isolés sans l’utilisation de détergents (Song et al.,
1996a). Cependant, selon la méthode d’isolation et du détergent utilisé, les
lipides et les protéines qui sont enrichies dans les radeaux lipidiques peuvent
varier d’une technique à l’autre.
La composition lipidique des cavéoles est très similaire aux radeaux
lipidiques. Les cavéoles sont des microdomaines enrichies en cholestérol, en
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phospholipides ainsi qu’en sphingolipides tels que la sphingomyéline, la
céramide et les gangliosides (Parton, 1994; Liu and Anderson, 1995; Fujimoto,
1996). Même si les cavéoles partagent les propriétés biochimiques des radeaux
lipidiques, les cavéoles sont définies comme un sous-domaine des radeaux
lipidiques ayant des fonctions spécifiques qui leurs sont conférées par la
présence de la cavéoline (Simons and Toomre, 2000). Toutefois, nos travaux
suggèrent que l’endocytose effectuée par les radeaux lipidiques et les cavéoles
sont des mécanismes similaires qui sont régulés par la dynamine, le cholestérol
et la cavéoline (Nabi et Le, 2003). Nous allons donc utiliser le terme
cavéoles/radeaux lipidiques pour identifier cette voie d’endocytose (voir la
section III).
1.2.3 Les cavéoles
Dans les années 1950, Patade (Palade, 1953) et Yamada (Yamada,
1955) ont été les premiers à identifier les cavéoles selon leur morphologie par
microscopie électronique. Palade les a appelé vésicules plasmalemmales
(Palade, 1953) et Yamada les a nommé caveolae intracellularis pour “little
cave” (Yamada, 1955). Environ 40 ans plus tard, la cavéoline fut identifiée
comme un marqueur des cavéoles (Rothberg et al., 1992). Depuis, plusieurs
fonctions ont été attribuées aux cavéoles tel que la transcytose dans les cellules
endothéliales, la signalisation cellulaire, l’endocytose, le métabolisme des
lipides, la régulation de la synthèse de l’oxyde nitrique et même i’internalisation
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des pathogènes (Anderson, 1998; Rosenberger et al., 2000; Mineo and
Anderson, 2001; Shin and Abtaham, 2001).
7.2.3.7 Définition et morphologie
Par microscopie électronique, les cavéoles se distinguent des vésicules
de clathrine par leur morphologie et leur taille. Elles se présentent comme de
petites invaginations lisses de la membrane plasmique ayant un diamètre de
50-100 nm (Anderson, 1998; Mineo and Anderson, 2001). Leur composition,
apparence et fonction varient selon le type cellulaire. Par exemple, dans les
cellules endothéliales, les cavéoles peuvent avoir la forme d’une invagination ou
d’une vésicule détachée de la membrane plasmique ou elles peuvent fusionner
pour former un tubule ou un canal (Simionescu et al., 1975); dans les cellules
adipocytes, lorsqu’elles sont détachées de la membrane plasmique, elles ont la
forme de rosette (Scherer et al., 1994) et elles sont sous la forme de “grappe”
dans les cellules musculaires squelettiques (Parton et al., 1997).
L’abondance des cavéoles varie selon le type cellulaire, toutefois elles
sont morphologiquement identifiables dans la plupart des cellules et tissus. Les
cavéoles sont présententes dans la plupart des cellules et elles sont surtout
abondantes dans les cellules endothéliales et adipeuses. Toutefois, elles sont
absentes dans les globules rouges, les plaquettes sanguines, les lymphocytes
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(Fra et al., 1994), les neuroblastomes (Gorodinsky and Harris, 1995) et les
cellules CaCo2 (Mitre et al., 1996).
1.2.3.2 La biogenèse des cavéoles
Les cavéoles sont des petites invaginations plasmalemmales lisses et la
présence du cholestérol est essentiel pour leur formation. Une séquestration ou
une déplétion du cholestérol membranaire par la filipine, la nystatine ou la
mpCD a pour effet d’aplatir les cavéoles et d’inhiber leur internalisation
(Rothberg et al., 1990a; Schnïtzer et al., 1994; Smart et al., 1994; Anderson et
al., 1996; Hailstones et al., 1998). La cavéoline lie le cholestérol (Murata et al.,
1995) et le cholestérol est nécessaire pour stabiliser les oligomères de la
cavéoline (Monier et al., 1995). Une oxydation du cholestérol induit le transfert
de la cavéoline présente dans les cavéoles vers le réticulum endoplasmique
(RE) et les compartiments de l’appareil de Golgi. La perte de la cavéoline à la
membrane plasmique n’induit pas de diminution des cavéoles et n’affecte pas la
morphologie des cavéoles (Smart et al., 1994).
Toutefois, d’autres études proposent que c’est la cavéoline qui est
importante pour la formation des cavéoles. L’oligomérisation de la cavéoline
autour des cavéoles servirait à former un “manteau” et à induite l’invagination
des cavéoles (Lisanti et al., 1993). En accord avec cette hypothèse, une
réduction ou une absence de la cavéoline est directement proportionnelle avec
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la réduction ou l’absence des cavéoles à la surface des cellules, mais une
transfection de la cavéoline-1 dans les cellules induit de nouveau la formation
des cavéoles (Fra et al., 1995; Engelman et al., 1997; Fujimoto et al., 2000).
Les souris nulles de la cavéoline-1 montrent une grande perte des
cavéoles à la membrane plasmique, cependant quelques invaginations
similaires aux cavéoles peuvent être détectées (Drab et al., 2001; Razani et al.,
2001a; Zhao et al., 2002). De même, dans les souris knock-out de la cavéoline
3 une perte des cavéoles a également été observée dans les cellules
musculaires, alors que les autres types cellulaires qui expriment toujours les
cavéoline-1 et 2 présentent des cavéoles à la membrane plasmique (Galbiati et
al., 2001). Une double délétion de la cavéoline-1 et 3 montre une perte des
cavéoles dans les cellules non-musculaires et musculaires (Park et al., 2002).
Alors qu’une perte de la cavéoline-2 chez ta souris montre aucun changement
dans l’expression des cavéoles à la membrane plasmique (Razani et al.,
2002a).
Lorsque la cavéoline-2 est exprimée dans les cellules qui n’expriment pas
la cavéoline-1, la cavéoline-2 est incapable d’induire la formation des cavéoles.
En fait, lorsque la cavéoline-2 est seulement exprimée dans les cellules, elle
reste au niveau du Golgi et elle requiert la présence de la cavéoline-1 pour être
transloquée à la membrane plasmique (Scheiffele et al., 1998; Mora et al., 1999;
Parolini et al., 1999). La présence de la cavéoline-1 ou 3 semble être essentielle
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à la formation des cavéoles. Il est possible que la cavéoline-1 et 3 aident au
maintien du cholestérol dans les cavéoles. L’expression de la cavéolïne aurait
pour effet d’augmenter la quantité de cholestérol assocïé aux cavéoles et de
stabiliser la formation des cavéoles.
1.2.3.3 Le mécanisme de I’endocytose des cavéoles
En plus de la cavéoline, les cavéoles contiennent aussi la dynamine
(Henley et al., 1998; Oh et ai, 1998), une GTPase qui est impliquée dans la
fission des vésicules de clathrine (Hinshaw, 2000; McNiven et al., 2000). Cette
molécule a été localisée au niveau du cou des invaginations cavéolaires (Henley
et al., 1998; Oh et al., 1998) et similairement aux vésicules de clathrine, elle est
également impliquée dans le détachement des cavéoles de la membrane
plasmique pour former une vésicule libre (Henley et aI., 1998; Oh et al., 1998).
Les cavéoles des cellules endothéliales contiennent les machineries
nécessaires pour que les cavéoles puissent se détacher de la membrane
plasmique et être internalisées (Schnitzer et al., 1995a). En accord avec ces
études, il a été montré dans un système in vitro que tes cavéoles pouvaient se
détacher de la membrane plasmique et que ce processus nécessitait la
présence d’ATP, GTP ainsi que des facteurs cytosoliques (Gilbert et aI., 1999).
Ces études indiquent que les cavéoles possèdent les composantes requises
pour se détacher de la membrane plasmique et éventuellement transporter son
cargo vers l’intérieur de la cellule.
1.2.3.4 L’internalisation des cavéoles
Les cavéoles sont abondantes dans les cellules endothéliales et la
premÏère fonction qui fut attribuée aux cavéoles est la transcytose. La
transcytose est un processus par lequel les protéines sanguines sont
transportées à travers les cellules des capillaires (Simionescu et al., 1975). Avec
des études de “time lapse” en microscopie électronique, il a été montré que
l’albumine conjuguée à l’or colloïdale était transportée à travers les cellules
endothéliales via les cavéoles (Ghitescu and Bendayan, 1992; Schnitzer and
Oh, 1994; Predescu et al., 1997). Puis, durant les dernières années, plusieurs
études ont montré que les cavéoles sont aussi impliquées dans l’endocytose de
multiples molécules et récepteurs (voir Table 1).
CTX fut le premier marqueur à être utilisé pour l’étude des cavéoles dans
l’endocytose des cellules non-endothéliales. CTX est concentré dans les
cavéoles et ces vésicules médient l’internalisation de cette toxine vers les
compartiments intracellulaires (Montesano et al., 1982; Parton, 1994). Le
traitement des cellules avec des agents qui lient le cholestérol tel que la filipin et
la nystatin bloque l’endocytose de CTX (Orlandi and Fishman, 1998; Gilbert et
al., 1999). Toutefois, de récentes études montrent que CTX pourrait être
concentré dans les cavéoles à la surface des cellules, mais elle n’est pas
nécessairement endocytée par les cavéoles (Shogomori and Futerman, 2001a;
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Torgersen et al., 2001). Les mécanismes d’internalisation de CTX sont
complexes et seront dïscutés plus en détail dans le chapitre 4.
L’internalisation de la phosphatase aikaline montre également le rôle des
cavéoles dans l’endocytose. Il a été démontré que la phosphatase alkaline est
recrutée dans les cavéoles suite à une liaison croisée “cross linking” avec un
anticorps et que les cavéoles médient son internalisation. De plus, cette
internalisation est accélérée par un traitement avec un inhibiteur des
phosphatases cellulaires, l’acide okadaic. Des études de microscopie
électronique ont montré que sous l’action de l’acide okadaic les cavéoles
pouvaient se détacher de la membrane plasmique et être internalisées dans la
cellule. Une destruction des filaments d’actine avec la cytochalasine D bloque
l’internalisation de la phosphatase aikaline (Parton et al., 1994). Le rôle des
cavéoles dans l’endocytose fut également mis en évidence avec la
démonstration de l’internalisation du simian virus 40 (SV4O) vers le réticulum
endoplasmique (Kartenbeck et al., 1989; Anderson et al., 1996; Stang et al.,
1997; Chen and Norkin, 1999).
Plus récemment, avec l’utilisation de la cavéoline-1 marquée avec la GFP
(green fluorescent protein) et des techniques de vidéo microscopie, il a été
démontré dans les cellules vivantes que les cavéoles contenant la cavéoline
ainsi que SV4O ou CTX se détachent de la membrane plasmique pour
transporter son cargo vers l’intérieur de la cellule (Pelkmans et al., 2001;
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Nichols, 2002; Pelkmans et al., 2002). Plus spécifiquement, la liaison de SV4O
avec les cavéoles induit l’activation des tyrosines kinases et ensuite, un
remodelage du cytosqueleffe d’actine ainsi que le recrutement de la dynamine
aux niveaux des cavéoles (Pelkmans et al., 2002).
Ces études ont également identifié l’existence d’un compartiment
intermédiaire dans l’ïnternalisation de SV4O vers le réticulum endoplasmique et
de CTX vers l’appareil de Golgi. Ce compartiment endocytaire appelé
cavéosome se distingue des endosomes et des lysosomes classiques par la
présence de la cavéoline et l’absence de marqueurs tels que la transferrine,
EEA1, tab5 et rabli (Pelkmans et al., 2001; Mundy et al., 2002; Nichols, 2002;
Pelkmans et al., 2002). Les cavéosomes ont un pH neutre (Pelkmans et al.,
2001) et sont localisé près du centre d’organisation des microtubules (MTOC) et
dans la même région que les endosomes de recyclage positifs pour le récepteur
de transferrine. Ainsi, par microscopie à immunofluorescence, il est difficile de
faire la distinction entre les deux compartiments (Mundy et al., 2002).
Même si ces études mettent en évidence le rôle des cavéoles dans
l’endocytose, ce ne sont pas toutes les cavéoles à la membrane plasmique qui
peuvent être internalisées. Des analyses par vidéo microscopie et par photo
bleaching (FRAP) dans les cellules vivantes transfectées avec la cavéoline-1-
GFP indique que les cavéoles sont des structures plutôt stationnaires,
soutenues par l’actine cortical sous la membrane plasmique et seulement une
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minorité d’entres elles sont dynamiques et se déplacent vers l’intérieur de la
cellule. Ainsi, les cavéoles ne sont pas impliquées dans l’endocytose de façon
constitutive, mais il semblerait qu’elles soient uniquement internalisées suite à
une signalisation cellulaire (Mundy et al., 2002; Thomsen et al., 2002; van Deurs
et al., 2003).
2. LA CAVÉOLINE
Un patron de cercle concentrique a été observé à la surface cytosolique des
cavéoles par des techniques de microscopie à balayage à haute résolution et
par cryodécapage (Peters et al., 1985; Rothberg et al., 1992). H a été démontré
par immunocytochimie que la cavéoline décore la surface cytosolique des
cavéoles (Rothberg et al., 1992; Monier et al., 1995). Depuis cette découverte,
la cavéoline est considérée comme un marqueur des cavéoles et comme la
clathrine, elle est la protéine “manteau” qui entoure les cavéoles.
2.1 Déflnïtion
La cavéoline est une protéine intégrale de la membrane de 21 kDa, elle a
d’abord été identifiée comme étant une protéine phosphorylée sur son résidu de
tyrosine dans les cellules transformées par le virus de Rous sarcoma (Glenney,
1989). Il existe trois gènes de la cavéoline dans les cellules de mammifère, les
cavéolines 1, 2 et 3 et ceux-ci code pour cinq différentes isoformes de la
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cavéoline (Smart et al., 1999). lI existe deux isoformes de la cavéoline-1: la
cavéoline IŒ et 1f3. La présence des deux isoformes de la cavéoline-1 a été
observée dans les cavéoles fortement invaginées, alors que seul l’isoforme f3
était détecté dans les cavéoles moins invaginées (Fujimoto et al., 2000).
Les cavéolines-1 et 2 sont souvent exprimées ensemble dans la plupart
des cellules de mammifère et la cavéoline-3 est surtout exprimée dans les
cellules musculaires, les astrocytes et les chondrocytes (Song et al., 1996b;
Tang et al., 1996; Scherer and Lisanti, 1997; Ikezu et al., 1998; Okamoto et al.,
1998; Nishiyama et al., 1999; Schwab et al., 1999). En plus de sa localisation â
la membrane plasmique, la cavéoline est aussi présente dans le réseaux trans
Golgien (Kurzchalia et al., 1992; Dupree et al., 1993) et dans un compartiment
endocytaire appelé cavéosome (Pelkmans et al., 2001).
Toutes les cavéolines possèdent un domaine centrale hydrophobique
d’environ trente-trois acides aminés et ce domaine leur permet d’adopter une
conformation d’épingle à cheveux dans la membrane laissant ainsi, le côté N- et
C-terminal face au cytoplasme (Monier et al., 1995). La cavéoline peut former
des dimères ou des oligomères in vitro et in vivo (Monier et al., 1995). De plus,
elle se lie directement avec le cholestérol (Murata et al., 1995) ainsi qu’aux
multiples molécules de signalisation cellulaire (Liu et al., 2002).
36
2.2 La cavéoline et la signalisation cellulaire
La purification biochimique des cavéoles a montré une concentration de
plusieurs molécules de signalisation incluant les protéines Go, H-ras, la famille
des tyrosine kinases Src, la synthase de l’oxyde nitrique (eNOS) (Razani et al.,
2002b). La localisation de toutes ces protéines dans les cavéoles suggère un
rôle pour les cavéoles et la cavéoline dans la signalisation cellulaire. La
cavéoline possède un domaine appelé “scaffolding domain” (CSD) qui lui
permet d’interagir directement avec d’autres molécules de signalisation qui sont
aussi localisées dans les cavéoles (Okamoto et al., 1998).
La sous-unité Go des protéines G est enrichie au niveau des cavéoles et
elle interagit avec la cavéoline via son domaine CSD. La localisation de la sous-
unité Go dans les cavéoles serait dans le but de garder la sous-unité Go sous
une forme inactive (Li et al., 1995 ; Li et al., 1996). De plus, il a été montré que
la cavéoline se lie préférentiellement avec la forme inactive de la tyrosine kinase
c-Src et la liaison de la cavéoline avec c-Src aurait pour effet de supprimer
l’auto-activation de celle-ci (Li et al., 1996). Un autre exemple du rôle de la
cavéoline dans la signalisation cellulaire est son interaction avec eNOS. Cette
enzyme est localisée dans les cavéoles et lorsqu’elle interagit avec la cavéoline,
sa fonction est inhibée. Ainsi, l’interaction de la cavéoline avec eNOS a pour
effet de maintenir cette enzyme inactive (Garcia-Cardena et al., 1997).
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Il a également été montré que les récepteurs couplés aux protéines G
sont concentrés dans les cavéoles. Le récepteur 3-adrénergique est localisé au
niveau des cavéoles (Schwencke et al., 1999 ; Ostrom et aI., 2000 ; Rybin et al.,
2000). Ces récepteurs sont concentrés dans les cavéoles lorsqu’ils sont en état
de repos et suite à une stimulation, ils sont recrutés vers les vésicules de
clathrine pour être internalisés (Ostrom et al., 2001). La liaison ou l’association
de certaines protéines avec la cavéoline se produit dans le but de maintenir les
molécules de signalisation inactives. La cavéoline agirait donc comme un
régulateur négatif pour inhiber l’activité basale de plusieurs protéines de
signalisation cellulaire et suite à une stimulation, l’effet inhibitrice de la cavéoline
serait relâché et ainsi une augmentation dans la propagation des signaux aurait
lieu (Okamoto et al., 1998; Smart et al., 1999 ; Ostrom et al., 2000).
2.3 La cavéoline et le cancer
L’association de la cavéoline avec plusieurs molécules de signalisation
suggère qu’une absence ou une augmentation du niveau d’expression de la
cavéoline pourrait dérégler le fonctionnement des cellules. Cependant, un lien
direct entre le niveau d’expression de la cavéoline-1 et le développement des
cellules tumorales est encore controversé.
Dans les cellules NIH-3T3 transformées avec l’oncogène H-ras ou v-abl,
une diminution de la cavéoline et des cavéoles a été observée. De plus, ces
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cellules présentent toutes les caractéristiques des cellules transformées
(Koleske et al., 1995). lI a aussi été montré que les cellules NIH-3T3 qui sont
transfectées avec un ARN anti-sense codant pour la cavéoline-1 induit la
formation de tumeurs chez les souris immunodéficientes (Lee et al., 1998;
Racine et al., 1999). L’utilisation d’un anti-sense pour réduite le niveau
d’expression de la cavéoline-1 dans les cellules NIH-3T3 hyperactive la cascade
des MAP kinases ras-p42144 et induit la transformation des cellules (Galbiati et
al., 1998). La réintroduction de la cavéoline recombinante dans les fibroblastes
transformées ou les cellules cancéreuses du sein est suffisante pour inverser le
phénotype transformé des cellules (Engelman et al., 1997; Lee et al., 1998).
Plusieurs études ont constaté une diminution de la cavéoline-1 dans différentes
lignées de cellules cancéreuses des poumons (Racine et al., 1999) et dans le
cancer du colon (Bender et al., 2000). Par contre, d’autres études montrent
qu’une augmentation du niveau d’expression de la cavéoline-1 est plutôt
associée avec la progression du cancer de la prostate et du sein (Nasu et al.,
1998; Yang et al., 1998; Yang et al., 1999; Li et al., 2001; Tahir et al., 2001).
Dans le cancer de la prostate, la forte expression de la cavéoline aurait
pour effet de supprimer la capacité de c-myc d’induire l’apoptose (Timme et al.,
2000). lI y a des évidences qui indiquent que la cavéoline et les cavéoles sont
impliquées dans la régulation des signaux qui contrôlent l’apoptose. La
cavéoline-1 interagit et inactive certaines molécules impliquées dans la survie et
la prolifération cellulaire, tels que le récepteur PDGF et la phosphatidylinositol-3-
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kinase (Liu et al., 1996; Yamamoto et al., 1999; Zundel et al., 2000). Les
cavéolines 1 et 2 humaines sont localisées au niveau du chromosome 7 (q31.1)
alors que la cavéoline-3 est située sur le chromosome 3 (p25). Les gènes
codant pour les cavéolines 1 et 2 sont situés dans la région des génomes qui
sont fréquemment perdus dans les tumeurs malignes. Cette région du
chromosome 7 contiendrait un gène suppresseur de tumeur (Engelman et al.,
1998a; Engelman et al., 1998b; Engelman et al., 1999; Razani et al., 2001b).
Toutefois le rôle de la cavéoline-1 comme un agent suppresseur de tumeur
demeure controversé.
Malgré une diminution du niveau d’expression de la cavéoline-1 dans
plusieurs tumeurs, les souris nulles de la cavéoline-1 ne montrent pas une plus
forte incidence pour le développement des carcinomes (Razani et al., 2001a).
C’est seulement récemment qu’il a été montré que les souris nulles de la
cavéoline-1 sont plus susceptibles de développer des tumeurs lorsqu’elles sont
en contact avec des agents cancérigènes (Capozza et al., 2003) ou lorsque ces
souris sont croisées avec des souris transgéniques qui ont tendance à
développer des tumeurs (tumor-prone transgenic mice) (Williams et al., 2003).
2.4 Le phénotype des souris knockout de la cavéoline
Les cavéoles et les cavéolines sont impliquées dans de nombreuses
activités cellulaires et pour étudier le rôle des cavéoles in vivo, des souris
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knockout des différentes cavéolines ont été générées. Curieusement, les souris
nulles des cavéolines-1, 2 et 3, ou des cavéolines-J et 3 ensemble sont toujours
viables et fertiles (Drab et al., 2001; Galbiati et al., 2001; Razani et al., 2001a;
Park et al., 2002; Razani et al., 2002a). Une perte de la cavéoline-1 chez les
souris nulles pour la cavéoline-1 montrent une absence des cavéoles dans les
cellules endothéliales et adipeuses. De plus, en absence des cavéoles dans les
cellules endothéliales, la transcytose de l’albumine est inhibée (Razani et al.,
2001a; Schubert et al., 2001). Toutefois, un autre groupe a montré que la
concentration de l’albumine dans le fluide cérébro-spinal est normal (Drab et al.,
2001). lI est possible qu’en absence des cavéoles, une autre voie d’endocytose
puisse être utilisée pour compenser l’absence de ces protéines.
Les souris knockout de la cavéoline-1 présentent de sévères anomalies
pulmonaires, une vasodilatation excessive des vaisseaux sanguines due à
l’hyperactivité de eNOS (Drab et al., 2001; Razani et al., 2001a; Zhao et al.,
2002) et un dérèglement de l’homéostase des lipides (Razani et al., 2002a).
Alors que les souris knockout de la cavéoline-2 présentent surtout des
anomalies pulmonaires (Razani et al., 2002a). La malformation des tubules-T a
été observé chez les souris knockout de ta cavéoline-3 (Galbiati et al., 2001).
Une cardiomyopathie sévère a été observée chez les souris qui ont subi une
double délétion des cavéolines-1 et 3 (Park et al., 2002). La cavéoline est donc
impliquée dans plusieurs fonctions cellulaires, mais elle n’est pas essentielle
pour la survie des souris.
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3. LE FACTEUR AUTOCRINE DE MOTILITÉ fAMF) ET SON RÉCEPTEUR
(AMF-R)
3.1 Le facteur autocrine de motilité
L’AMF est une cytokine de 55 kDa en condition réduite et de 64 kDa en
condition non-réduite. L’AMF a été isolé à partir des cellules de mélanomes
humaines A2058 et il est connu pour son rôle dans la régulation de la motilité
des cellules sécrétrices (Liotta et al., 1986). Comme la neuroleukine, le facteur
de maturation, l’AMF est équivalente et à la phosphoglucose isomérase (PGI),
une enzyme glycolytique (Chaput et al., 1988; Faik et al., 1988; Watanabe et al.,
1996; Xu et al., 1996; Sun et al., 1999).
La PGI fait partie des protéines appelées “moonlighting proteins”, des
protéines qui peuvent performer plus d’une fonction tout dépendamment de leur
localisation cellulaire (Jeffery, 1999). La PGI fonctionne comme une enzyme
glycolytique qui convertit le glucose-6-phosphate en fructose-6-phosphate
lorsqu’elle est localisée dans le cytoplasme et elle agit comme une cytokine
lorsqu’elle est sécrétée (Chaput et al., 1988; Faik et al., 1988; Jeffery et al.,
2000). La voie de secrétion de l’AMF est inconnue et une absence de peptide
signal pour la sécrétion dans la séquence de l’AMF indique que l’AMF est
possiblement secrété par une voie non-classique (Kuchler, 2000).
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3.1.1 Les multiples fonctions de l’AMF/PGI
Comme cytokine et sous le nom de l’AMF, elle induit la migration
cellulaire in vitro et la métastase in vivo (Liotta et al., 1986; Nabi et al., 1990;
Silletti et aI., 1991; Watanabe et al., 1991b; Watanabe et al., 1996). La cytokine
neuroleukine induit la croissance et la survie des neurones sensoriels et
spinales ainsi que des lymphocytes B (Gurney et al., 1986a; Gurney et al.,
1986b). Elle agit également comme un facteur de maturation qui médie la
différentiation des cellules précurseurs myéloïdes en monocytes matures (Xu et
al., 1996).
Une déficience de la PGI chez l’humain cause une anémie hémolytique,
une maladie qui est causée par un désordre génétique autosomal récessif
(Kugler et al., 1998). Chez 64% des personnes atteintes de la maladie de
l’arthrite rhumatoïde, des anticorps contre la PGI sont présents en concentration
élevée dans le sérum et le fluide synovial. De plus, par immunohistochimie, une
forte concentration de la PGI a été détectée à la surface des cellules
endothéliales des artérioles indiquant que la liaison de la PGI avec son anticorps
soit responsable de la maladie de l’arthrite rhumatoïde (Matsumoto et al., 1999;
Schaller et al., 2001; Matsumoto et al., 2002).
Il a aussi été rapporté que la neuroleukine pourrait avoir un rôle dans la
différenciation et la minéralisation des ostéoblastes (Zhi et al., 2001). lI existe
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aussi des évidences qui montrent un rôle pour la PGI dans l’agglutination des
spermatozoïdes (Yakirevich and Naot, 2000). lI a également été montré qu’une
augmentation de l’expression de la neuroleukine et de l’AMF-R dans
l’hippocampe des rats est associée avec l’apprentissage et la mémorisation.
Une réduction de l’expression de la neuroleukine et de l’AMF-R est observé
chez les rats plus âgés ainsi que ceux qui ont des difficultés d’apprentissage
(Luo et al., 2002). De plus, une déficience de la PGI chez l’humain cause une
anémie hémolytique qui pourrait être associé à un désordre neurologique
(Kugler et al., 1998). Ces études montrent que l’AMF et son récepteur sont
impliqués dans divers processus cellulaires et, par conséquent un contrôle du
niveau d’expression de l’AMF et de son récepteur est très important pour le bon
fonctionnement des cellules.
3.1.2 L’activité enzymatique et cytokine de l’AMF/PGI
Les structures cristallographiques de PGI de lapin et de Bacillus
stearothermophilus montrent que le site actif de l’enzyme est conservé à travers
l’évolution (Sun et al., 1999; Chou et al., 2000; Jeffery et al., 2000; Jeffery et al.,
2001; Lee et al., 2001). lI a été rapporté que la 5-phospho-D-arabinonate (5PA)
et la N-bromoacetylethanolamine phosphate (BAP), des inhibiteurs de l’activité
enzymatique de la PGI, sont aussi capable d’inhiber ta motilité des cellules
murines tumorales du colon qui a été induite par l’activité cytokine de l’AMF.
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Cette étude indique que le site de liaison de l’AMF avec son récepteur est à
proximité du site enzymatique de la PGI (Sun et al., 1999; Chou et aI., 2000).
Contrairement à la PGI de mammifère (lapin), la PGI bactérienne n’est
pas endocytée dans les cellules NIH-3T3. De plus, la PGI bactérienne ou de la
levure ne compétitionne pas avec la PGI de mammifère pour la liaison avec
l’AMF-R et pour l’endocytose. Il a été rapporté que la PGI bactérienne et de la
levure ne stimule pas la motilité des cellules NIH-3T3 (Amraei and Nabi, 2002).
Cette étude montre que l’activité cytokine de la PGI est spécifique à la PGI des
mammifères. Toutefois, une autre étude a montré que la PGI bactérienne
stimule la motilité des cellules CT-26, et cette différence pourrait être expliquée
par l’utilisation de différentes lignées cellulaires (Sun et aI., 1999; Chou et al.,
2000). La disparition des acides aminés 331 et 332 causée par une mutation de
la PCI induit une perte de son activité enzymatique, mais son activité cytokine et
sa capacité de se lier avec son récepteur AMF-R sont conservées (Tsutsumi et
al., 2003a). Ces résultats indiquent que même si le site actif de l’enzyme est
conservé durant l’évolution, il n’est pas suffisant pour son activité cytokine et
pour sa liaison avec son récepteur.
3.2 Le récepteur du facteur autocrine de motilité
L’AMF-R ou gp78 est une glycoprotéine avec un poids moléculaire de 78
kDa qui a été identifié par l’augmentation de sa glycosylation lors du transfert
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des cellules B16-F1 cultivées en monocouche comparée à une culture en
suspension (Nabi and Raz, 1987). L’anticorps dirigé contre l’AMF-R est capable
de stimuler à la fois la colonisation des poumons in vivo et la motilité cellulaire in
vitro et ceci a permis l’identification de l’AMF-R comme étant le récepteur de
l’AMF (Nabi et al., 1990; Silletti et al., 1991; Watanabe et al., 1991a; Watanabe
et al., 1991b).
L’AMF-R est exprimé à la surface et à l’intérieur des cellules au niveau
d’un compartiment tubulaire (Nabi et al., 1992). Par microscopie à fluorescence,
le marquage de l’AMF-R se distingue des endosomes, des lysosomes, de
l’appareil de Golgi, du réticulum de transition ainsi que du RE rugueux (RER)
qui ont été respectivement marqués avec les anticorps contre le récepteur de
transferrine, lamp-2, 3-COP, ERGIC-53 et calnexine (Benlimame et al., 1995;
Wang et al., 1997). Des études en microscopie électronique du marquage de
lAME-R en post-enrobage dans les cellules MDCK, NIH-3T3 et Hela ont
montrées que l’AMF-R est majoritairement localisé au niveau d’un organite
membranaire lisse qui peut être sous une forme vésiculaire ou tubulaire
(Benlimame et al., 1995). Une faible portion de l’AMF-R est aussi localisée à la
membrane plasmique (Benlimame et al., 1998).
Les cellules MDCK traitées avec l’ilimaquinone, un métabolite des
éponges de mer qui induit la fragmentation de l’appareil de Golgi (Takizawa et
al., 1993), induit également une redistribution des tubules AMF-R en réseaux
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fenestrés de tubules interconnectés qui sont morphologiquement équivalents au
RE lisse (REL) (Wang et al., 1997). lI a également été montré que l’organisation
des tubules AMF-R est dépendante des microtubules (Benlimame et al., 1995;
Nabi et al., 1997). Par microscopie confocale, un double marquage de l’AMF-R
avec la calnexine et la calréticuline, des marqueurs du RE, montrent que la
majorité du marquage de l’AMF-R ne colocalise pas avec ces marqueurs.
Toutefois, le marquage de l’AMF-R se retrouve souvent à proximité du
marquage de la calnexine ou de la calréticuline (Wang et al., 2000).
Le REL est utilisé comme un lieu d’entreposage du calcium intracellulaire
qui peut être libéré rapidement dans le cytoplasme suite à une stimulation de la
cellule (Pozzan et al., 1994; Golovina and Blaustein, 1997). Concordant avec
son rôle dans la régulation du calcium intracellulaire, dans les cellules MDCK,
les tubules AMF-R sont étroitement associés avec les mitochondries et celle
association est régulée par le calcium (Wang et al., 2000). Les tubules AMF-R
sont donc des compartiments spécialisés du REL et l’AMF-R est un marqueur
spécifique pour le REL.
3.2.1 L’AMF-R est une ubiguitine ligase E3
La dégradation des protéines aberrantes par le RE est médiée par la voie
de l’ubiquitïne et du protéasome. Le complexe de l’ubiquïtine est formé par: 1)
l’enzyme d’activation de l’ubiquitine (El); 2) l’enzyme de conjugaison à
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l’ubiquïtine (E2); 3) une ligase qui lie I’ubiquitine à la protéine (E3). Ces enzymes
vont ajouter des ubiquïtines sur les protéines qui sont destinées à la dégradation
par le protéosome. II a également été montré qu’un domaine CUE (factor for
coupling of ubiquitin conjugation to ER degradation) à la surface du RE est
important pour le recrutement des enzymes El et E2 à la membrane du RE
(Biederer et al., 1997).
L’AMF-R est un récepteur à sept domaines transmembranaire, auquel les
domaines CUE et “ring-finger” ont été identifiés du côté C-terminal (Shimizu et
aI., 1999; Ponting, 2000). N a récemment été montré que l’AMF-R est une ligase
de l’ubiquitine E3 qui serait impliquée dans le processus de dégradation à partir
du RE (Fang et al., 2001). La ligase E3 se lie directement à l’enzyme E2 et aux
substrats CD3-. Cette ligase a pour fonction d’ubiquitiner les protéines
nucléaires et cytoplasmiques qui sont destinées à la dégradation par le
protéasome (Biederer et al., 1997). L’AMF-R est également impliqué dans la
dégradation de l’apolipoprotéine B100 (Liang et al., 2003).
3.3 Le rôle de l’AMF et de l’AMF-R dans la motilité cellulaire et le cancer
La surexpression de l’AMF et de l’AMF-R est associée avec l’acquisition
des capacités motiles et invasives des cellules tumorales (Silletti and Raz, 1996)
et par conséquent, elle augmente le niveau d’agressivité des tumeurs et les
métastases in vivo (Nakamori et aI., 1994; Otto et aI., 1994; Maruyama et al.,
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1995; Hirono et al., 1996; Takanami et al., 1998; Taniguchi et al., 1998;
Takanami et al., 2001; Niinaka et al., 2002; Takanami et al., 2002). Une forte
concentration de l’AMF/PGI a été observée dans l’urine des personnes ayant
des cancers de la vessie, gastro-intestinaux, colorectaux, des seins, des
poumons et des reins. La présence de la PGI dans le sérum peut être utilisée
comme marqueur pour la détection des personnes ayant des tumeurs malignes
(Bodansky, 1954; Schwartz, 1973; Tor et al., 1981 ; Tor et al., 1982; Baumann
et al., 1988; Guirguis et al., 1988 ; Guirguis et al., 1990 ; Filella et al., 1991;
Patel et al., 1995; Baumgart et al., 1996).
L’AMF stimule la motilité des cellules sécrétrices de façon aléatoire ou
directionnelle (Liotta et al., 1986). L’AMF induit la motilité cellulaire suite à sa
liaison avec son récepteur qui est exprimé à la surface des cellules (Nabi et al.,
1990; Silletti et al., 1991; Watanabe et al., 1991a). Cette motilité ce traduit par
une activation de la protéine G sensible à la toxine de pertussis, la production
d’inositol triphosphate, la phosphorylation du récepteur par des tyrosines
kinases, l’activation de la protéine kinase C et la production du métabolite de la
lipoxygénase 12-HETE (Stracke et al., 1987; Kohn et al., 1990; Watanabe et al.,
1991a; Silletti et al., 1994). Il a été rapporté que l’AMF est un activateur de Rho
et de Rad qui induit un réarrangement du cytosquelette et ce phénomène est
associé avec une induction de la motilité cellulaire (Tsutsumi et al., 2002). La
surexpression de l’AMF dans les cellules NIH-3T3 induit la secrétion de l’AMF et
une diminution de l’expression de la cavéoline-1. De plus, cette surexpression
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rend les cellules NIH-3T3 plus motiles, augmente la prolifération cellulaire et
induit la transformation des cellules. Contrairement aux cellules NIH-3T3 de type
sauvage, les cellules NIH-3T3 qui surexpriment l’AMF sont capables de former
des tumeurs dans les souris nudes et une augmentation de microvaïsseaux a
été observée aux niveaux de ces tumeurs (Tsutsumi et al., 2003b).
L’AMF et l’AMF-R stimule la motilité cellulaire durant l’invasion et les
métastases des cellules tumorales par l’activation des intégrines-f31 (Liotta et al.,
1986). L’AMF augmente l’invasion des cellules de l’hépatome de façon autocrine
en stimulant l’adhésion, la motilité et la sécrétion des métalloprotéases de la
matrice 2 (MMP2) (Torimura et al., 2001). L’AMF est connu pour sa capacité de
réguler la motilité et d’induire des métastases des cellules tumorales via son
interaction avec son récepteur. Cette interaction peut également stimuler la
motilité des cellules endothéliales et l’angiogénèse par une augmentation de
l’expression de VEGF et de son récepteur (Funasaka et al., 2001; Funasaka et
al., 2002).
4. LA TOXINE DE CHOLERA
CIX est une entérotoxine qui est libérée par la cholerae Vibrio. CTX est
formée par les sous unité A et B. La sous-unité A est composée de deux
peptides, Al et A2, qui sont liés par un pont disulfure et le peptide A2 est lié à
cinq sous-unités B (Middlebrook and Dorland, 1984; Spangler, 1992). Les sous-
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unités B de CTX se lient de façon spécifique aux gangliosides de type GMI
(Critchley et al., 1982; Fishman, 1982) et CIX est endocytée vers l’appareil de
Golgi puis, par un transport rétrograde vers le RE. Dans le RE, le peptide Al est
ensuite transioqué dans le cytoplasme pour activer I’adénylate cyclase et induire
la production de l’AMP cyclique (Spangler, 1992; Lencer et al., 1993; Nambiar et
al., 1993; Orlandi et al., 1993; Lencer et al., 1995; Majoul et al., 1996; Orlandi,
199f).
Des études en microscopie électronique ont localisé CIX au niveau des
cavéoles dans plusieurs types cellulaires et suggèrent que les cavéoles soient
impliquées dans l’endocytose de CTX (Montesano et al., 1982; Tran et al., 198f;
Parton, 1994). La surexpression de la dynamine K44A, l’ajout du GTP-y-S ou
l’injection d’un anticorps contre la dynamine, ont tous pour effet de bloquer le
détachement des cavéoles de la membrane plasmique et d’empêcher
l’endocytose de CTX dans les cellules endothéliales ou dans les hépatocytes en
culture (Schnitzer et al., 1996; Henley et al., 1998; Oh et al., 1998).
De plus, un traitement des cellules avec des agents pharmacologiques
qui défont les cavéoles tels que la filipine, la nystatine et la mf3CD, bloque
l’endocytose de CTX (Orlandi and Fishman, 1998; Puri et al., 2001; Wolf et al.,
2002). Un traitement avec la chlorpromazine, une déplétion du potassium ou
l’expression d’un mutant de l’Epsl5, afin de bloquer lendocytose dépendante
des vésicules de clathrine, ont peu d’effet sur le transport de CTX vers l’appareil
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de Golgi et l’activation de CTX (Orlandi and Fishman, 1998; Nichols et al., 2001;
Puri et al., 2001; Wotf et al., 2002). Une inhibition du transport intracellulaire
avec l’expression d’un mutant de rab5 n’a pas bloqué l’internalisation de CTX
vers l’appareil de Golgi (Nichols et al., 2001). Ces résultats indiquent que les
cavéoles médient l’endocytose de CTX vers l’appareil de Golgi.
Toutefois, d’autres études ont montré que dans les cellules neuronales
de l’hippocampe, l’internalisation de CTX est dépendante des vésicules de
clathrine puisque son endocytose vers l’appareil de Golgi est inhibée par la
chlorpromazine, alors que la filipine ou la mf3CD n’a aucun effet sur
l’internalisation de CTX (Sofer and Futerman, 1995; Shogomori and Futerman,
2001a). La mI3CD aurait cependant pour effet de bloquer le transport de CTX
des endosomes vers l’appareil de Golgi (Shogomori and Futerman, 2001b). Il a
aussi été suggéré que dans les cellules CaCo2, CIX puisse être internalisé via
une troisième voie qui serait médiée par les vésicules non-enrobées de ciathrine
dû à son indépendance à la dynamine et son insensibilité au traitement avec la
filipine ou lors de la surexpression de la cavéoline-1 (Torgersen et al., 2001).
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ABSTRACT
Autocrine motility factor receptor (AMF-R) is a ceil surface receptor which
is also localized to a smooth subdomain cf the endoplasmic reticulum tER), the
AMF-R tubule. By post-embedding immunoelectron microscopy, AMF-R
concentrates within smooth plasmalemmal vesicles or caveolae in both NIH-313
fibroblasts and HeLa ceNs. By confocal microscopy, ceil surface AMF-R labeled
by the addition 0f anti-AMF-R antîbody to viable celis at 4°C exhibits partial
colocalization with caveolin confirming the localization of ceil surface AMF-R to
caveolae. Labeling of ceIl surface AMF-R by either anti-AMF-R antibody or
biotinylated AMF (bAMF) exhibits extensive colocalization and after a pulse of 1-
2 hours at 37°C, bAMF accumulates in densely labeled perinuclear structures
as well as fainter tubular structures which colocalize with AMF-R tubu les. After a
subsequent 2-4 hour chase bAMF is localized predominantly to AMF-R tubules.
Cytoplasmic acidification, blocking clathrin-mediated endocytosis, results in the
essentially exclusive distribution of intetnalized bAMF to AMF-R tubules. By
confocal microscopy, the tubular structures labeled by internalized bAMF show
complete colocalization with AMF-R tubules. bAMF internalized in the presence
of a 1O-fold excess cf unlabeled AMF labels perinuclear punctate structures,
which are therefore the product cf fluid phase endocytosis, but flot AMF-R
tubules demonstrating that bAMF targeting to AMF-R tubules occurs via e
receptor-mediated pathway. By electron microscopy, bAMF internalized for 10
minutes is located te ceil surface caveolae and after 30 minutes is present
within smooth and rough ER tubules. AMF-R is therefore internalized via a
receptor-mediated clathrin-independent pathway to smooth endoplasmic
reticulum. The steady state localization of AMF-R to caveolae implicates these
cell surface invaginations in AMF-R endocytosis.
56
INTRODUCTION
Expression of autocrine motility factor receptor (AMF-R) is associated
with the acquisition of motile and metastatic properties by tumor ceHs (for review
see (Silletti and Raz, 1996)). AMF-R expression correlates with the malignancy
of human bladder, colon and gastric tumors (Nakamori et al., 1994; Otto et al.,
1994; Hirono et al., 1996). In cultured celis, AMF-R expression is decreased in
contact inhibited A31-3T3 fibroblasts (Silletti and Raz, 1993) and increased
following viral transformation of MDCK epithelial celis (Simard and Nabi, 1996).
AMF-R is a celi surface receptor which mediates motility stimulation by its 55 kD
polypeptide ligand, AMF, recently shown to be homologous to phosphohexose
isomerase (Lioffa et aI., 1986; Watanabe et aI., 1996). AMF is selectively
secreted following transformation of NIH-3T3 cells and the presence of AMF
activity in the urine of cancer patients correlates with tumor malignancy (Liofta et
al., 1986; Guirguis etal., 1990).
Transduction of the AMF motility signal occurs via receptor
phosphorylation, s pertussis-toxin sensitive G-protein, inositol phosphate
production, tyrosine kinase and protein kinase C activation and production of the
lipoxygenase metabolite 12-HETE (Silletti and Raz, 1996). AMF-R is localized
not only to the plasma membrane but also to an intracellular tubular organelle,
the AMF-R tubule (Nabi et al., 1992; Benlimame et al., 1995). AMF-R tubules
are distinct from endosomes and lysosomes; by post-embedding
immunoelectron microscopy AMF-R ïs present primarily in smooth tubules which
extend from ribosome-studded cisternae however AMF-R tubuies do flot
colocalize with ERGIC-53, a marker for the ER-Golgi intermediate compartment
(Benlimame et al., 1995; Wang et al., 1997). Following treatment with
ilimaquinone, which induces vesiculation of the Golgi apparatus (Takizawa et
al., 1993), AMF-R tubules acquire a fenestrated morphology typical of smooth
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ER suggesting that the AMF-R tubule is a distinct smooth subdomain of the
endoplasmic reticulum (Wang et al., 1997). The intracellular distribution of this
ceil surface receptor to smooth ER implicates AMF-R recycling in its function in
ceil motility and tumor celi metastasis.Actin cytoskeleton reorganization at the leading edge and de nova
establishment of cell-substrate contacts results in lamellipodial extension and
the consequent polarization of the motile ceil (Rinnerthaler et al., 1988;
Condeelis, 1993; Stossel, 1993). The role of intracellular vesicular traffic in the
establishment and maintenance of epithelial and neuronal polarity is weIl
established (Rodriguez-Boulan and Powell, 1992; Drubin and Nelson, 1996;
KeHer and Simons, 1997) and strongly supports a role for intracellular
membrane traffic in the polarization of the motile cell and formation of a distinct
plasma membrane domain, the leading lamella (Singer and Kupfer, 1986; Nabi
et al., 1992; Bretscher, 1996). Influenza HA and VSV G protein, polarized
apically and basolaterally in epithelial cells and axonally and dendritically in
neurons (Rodriguez-Boulan and Sabatini, 1978; Doffi and Simons, 1990), also
foflow distinct pathways to the ceil surface in “unpolarized” fibroblasts
(Yoshimoro et aL, 1996). Newly synthesized VSV G protein is targeted ta the
leading edge and cellular protrusions of motile fibroblasts and the directionality
of its delivery was shown to be microtubule-dependent (Bergmann et aL, 1983;
Rogalski et al., 1984; Perànen et al., 1996). Membrane recyciing via coated pits
has long been suggested ta be implicated in celi spreading and ceH motility
(Bretscher, 1984). We show here that AMF-R is concentrated at the ceil surface
within smooth plasmalemmal vesicles or caveolae and that AMF is internalized
via a non-clathrin pathway ta intracellular smooth ER tubules. Our results
implicate caveolae in transduction of the AMF motility signal as well as in the
internalization of its receptor.
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MATERIALS AND METHODS
Celis and Ceil Culture
NIH-313 fibroblasts obtained from the ATCC were cloned and a highly
spread clone was used for these studies. HeLa and NIH-3T3 celis were grown in
an air-5% C02 incubator at constant humidity in Dulbecco’s minimum essential
medium (DMEM) containing non-essential amino acids, vitamins, glutamine and
a penicillin-streptomycin antibiotic mixture (Gibco, Burlington, Ontario)
supplemented with 5% fetal caif serum (lmmunocorp, Montreal, Quebec) for
HeLa or 10% calf serum (Gibco, Burlington, Ontario) for NIH-3T3 celis.
Antibodies and chemicals
Monoclonal antibody against AMF-R was used in the form of
concentrated hybridoma supernatant (Nabi et aI., 1990). Rabbit anti-caveolin
polyclonal antibody was putchased from Transduction Laboratories (Lexington,
KY), rabbit anti-biotin antibody from Sigma (St. Louis, Missouri), and rat anti
LAMP-1 from the Developmental Studies Hybridoma Bank (University of lowa,
lowa City). Secondary antibodies conjugated to either fluorescein, Texas Red or
12 nm gold particles and streptavidin conjugated to fluorescein or Texas Red
were purchased from Jackson lmmunoresearch Laboratories (West Grove, PA).
Texas Red conjugated human diferric transferrin was kindly provided by Dr. Tim
McGraw (Columbia University, New Yàrk, NY). Streptavidin conjugated to 10 nm
gold particles was purchased from Sigma. The secondary antibodies were
designed for use in multiple labeling studies and no interspecies cross-reactivity
was detected. To detect antibodies to AMF-R, secondary antibodies specific for
the j chain of rat lgM were used.
Rabbit phosphohexose isomerase was purchased from Sigma and
biotinylated with NHS-LC-biotin (Pierce, Rockford, Illinois) according to the
manufacturer’s instructions. To assess its purity, biotinylated phosphohexose
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isomerase was separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose, probed
with horseradish peroxidase conjugated streptavidin (Jackson lmmunoresearch
Laboratories) and revealed by chemiluminescence.
Immunofluorescence
Ceils were plated on glass cover slips 2 days priOt to each experiment at
a concentration of 30,000 cells/35 mm dish. For AMF-R surface labeling, the
celis were incubated in DMEM minus bicarbonate supplemented with 25 mM
Hepes pH 7.2 and 2.5% serum for 15 min at 4°C prior to labeling with anti-AMF
R primary antibody or biotinylated AMF at 4°C for 30 min. The ceNs were
washed at 4°C and then fixed with 3% paraformaldehyde in phosphate buffered
saline (pH 7.4) supplemented with 0.1 mM Ca and 1 mM Mg (PBS/CM) for
15 min at room temperature. For caveolin labeling, after AMF-R surface labeling
at 4°C and fixation as above, the celis were permeabilized with 0.2% Triton X-
100 for 10 mm, then extensively washed with PBS/CM containing 1 % BSA. The
ceNs were incubated with rabbit anti-caveolin polyclonal antibodies, washed, and
then incubated with FITC goat anti-rat lgM to reveal anti-AMF-R and Texas Red
donkey anti-rabbit lgG to reveal anti-caveolin. Celi surface labeling with
biotinylated AMF was revealed with rabbit anti-biotin antibody and fluorescent
anti-rabbit secondary antibody.
For the AMF internalization studies, NIH-3T3 ceils were pulsed with
biotinylated AMF (—250-500 pg/ml) and chased at 37°C for the indicated periods
of time prior to fixation by the addition of precooled (-80°C) methanol/acetone
directly to the celis. After fixation, internalized bAMF was revealed with Texas
Red streptavïdin and lysosomes and AMF-R tubules by anti-LAMP-1 and anti
AMF-R antibodies, respectively, followed by the corresponding FITC-conjugated
secondary antibodies. Disruption of clathrin coated pits and vesicles by
cytoplasmic acidification was performed essentially as previously described
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(Heuser, 1989). NIH-3T3 ceils were pretreated with acidification medium
(DMEM containing 5% calf serum and 5OmM MES pH 5.5) for 15 minutes at
37°C prior to addition of bAMF in acidification medium for one hour at 37°C. To
ensure that cellular acidification blocked clathrin-mediated endocytosis, Texas
Red transferrin (50 pg/ml) was added to ceils in regular or acidification medium
for 30 minutes at 37°C after which the ceils were fixed with 3%
pa rafo rma Idehyde.
After labeling the coverslips were mounted in Airvol (Air Products and
Chemicals Inc., Allentown, PA) and viewed in a Zeiss Axioskop fluorescent
microscope equipped with a 63X Plan Apochromat objective and selective
filters. Confocal microscopy was performed with the 60X Nikon Plan
Apochromat objective of a dual channel BioRad 600 laser scanning confocal
microscope equipped with a krypton/argon laser and the corresponding dichroic
reflectors to distinguish fluorescein and Texas Red labeling. Confocal images
were printed using a Polaroid IX 1500 video printer.
Electron microscopy
Post-embedding immunolabeling for AMF-R was performed as previously
described (Benlimame et aI., 1995). CeIls grown on petri dishes were rinsed and
incubated at 37°C in Ringer’s solution for 15 minutes before fixing in Ringer’s
solution containing 2% paraformaldehyde and 0.2% glutaraldehyde for 30
minutes at 37°C. The fixed ceils were rinsed in PBS/CM, scraped from the petri
dish and collected by centrifugation. Ihe celI pellet was post-fixed for 30
minutes with 1% osmium tetroxide in PBS/CM containing 1.5% potassium
ferrocyanide (reduced osmium), dehydrated and embedded in LR-White resin.
Ultra-thin sections (80 nm) were blocked with 2% BSA, 0.2 % gelatin in PBS/CM
for 1 hour, and then incubated at room temperature with anti-AMF-R antibody
for 1 hour followed by 12 nm gold conjugated goat anti-rat antibodies for 1 hour.
61The sections were then stained with 5% uranyl acetate and examined in aPhilips 300 electron microscope. The numerical density of gold partïclesassociated with plasma membrane, caveolae, clathrin coated pits and vesicles,smooth tubules and vesicles, and rough ER was Uetermined. The length of thelimiting membrane of the indicated organelles was measured using a Sigma-Scan measurement system and the gotd particles associated with theseorganelles counted. Rough ER was defined by the presence of a linear array ofmembrane-associated ribosomes. Smooth vesicles affached to the plasmamembrane or within 100 nm of the plasma membrane were considered to becaveolae. Control labeling with non-immune rat lgM antibodies was analyzedsimilarly.
Ta foNow the endocytic pathway of AMF by electron microscopy,biotinylated AMF was internalized as described for the fluorescence studies anddetected by postembedding labeling with streptavidin conjugated to 10 nm goldas described above. No labeling was observed in the absence of biotinylatedAMF.
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RESULTS
Localization of AMF-R to ceil surface caveolae
By post-embedding immunoelectron microscopy in NIH-3T3 and HeLa
cells, AMF-R is primarily localized to smooth intracellular membranous tubules
(Figure 1 A,D), similar in morphology ta those previously described in MDCK
cells (Benhimame et aI., 1995). At the ceil surface, AMF-R label localizes to
smooth invaginations of the plasma membrane morphologically equivalent ta
caveolae (Figure 1 B,C,E,F). Quantification 0f the labehing revealed that the
predominant AMF-R label is localized to smooth tubules and vesicles, flat
regions of the plasma membrane and caveolae (Table 1). While specific label
was previously detected in the rough ER 0f MDCK celis (Benhimame et al.,
1995), the density of labeling of rough ER tubules in NIH-3T3 and HeLa cells is
reduced and at control levels. The density of AMF-R labehing of caveolae is
equal to that of intracellular smooth tubules and vesicles in NIH-313 cells and
greater than that of intracellular smooth tubules and vesicles in HeLa cells and
essentiahly no AMF-R label is found within clathrin coated pits and vesicles. The
density of AMF-R labeling in caveolae is increased relative to flat regions of the
plasma membrane. However, based on the total number of gold particles at the
plasma membrane, only 13 % of cell surface AMF-R in NIH-3T3 and 26 % in
HeLa celis is found within caveolae.
To assess whether cell surface AMF-R colocalizes with caveohin, viable
NIH-313 celis were surface labeled for AMF-R by the addition of anti-AMF-R
antibodies to viable cells at 4°C (Nabi et al., 1992) and then double
immunofluorescently labeled after fixation and permeabilization with antibodies
to caveolin (Figure 2). While the punctate AMF-R surface label (Figure 2 A) did
flot completely colocahize with the finer caveolin labehing (Figure 2 B), confocal
microscopy clearly revealed distinct points and pafferns labeled for both cell
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surface AMF-R and caveolin (Figure 2 C, yehow). Peripheral regions densely
Iabeled for both AMF-R and caveolin were frequently observed. The partial
colocalization of celi surface AMF-R with caveolin is consistent with the fact that,
based on the EM data, only 13 % of celi surface AMF-R was localized within the
caveolae of NIH-3T3 celis.
Interna Iizatïon of AMF
The ligand for AMF-R, AMF, is homologous to phosphohexose isomerase
(Watanabe et aL, 1996). Phosphohexose isomerase (referred to here as AMF)
was biotinylated and after separation by SDS-PAGE revealed a single major
band after revelation ofthe blots with streptavidin-HRP (Figure 3 A). CeIl surface
labeling of NIH-3T3 ceils by the addition of both biotinylated AMF (bAMF)
(Figure 3 B) and anti-AMF-R at 4°C (Figure 3 C) revealed a high degree of
colocalization (Figure 3 D, yellow) demonstrating that AMF and antibodies to
AMF-R recognize the same receptor. The presence of spots labeled exclusively
with either bAMF or anti-AMF-R may be due to the fact that the two were added
together and may compete for the same site. lndeed, the addition of excess
cold AMF prior to celi surface labeling with anti-AMF-R significantly reduced
binding of the antibody tour unpublished observations), as previously
demonstrated by immunoblot (Nabi et al., 1990).
Pulse labeling of NIH-3T3 ceils with bAMF for one or two hours resulted
in the ability to detect both punctate structures as well as fainter tubular
structures which colocalized with AMF-R tubules (Figure 4 A,B). Under these
conditions, the extent of punctate and tubular labeling varied between ceils.
Fibrillar labeling of bAMF was also observed and has been determined to be
localized to the ceil surface (our unpublished resuits). An extended chase of 2 or
4 hours after a two hour pulse resulted in decreased punctate labeling and the
accumulation of bAMF labeling in tubular structures which colocalized with AMF
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R tubules (Figure 4 C,D). The vast majority of the ceils exhibited predominantly
intracellular tubular labeling as welI as ceil surface fibrillar labeling. Following
treatment of celis with acidified medium (pH 5.5) and disruption of clathrin
coated pits and vesicles (Heuser, 1989), bAMF internalized for one hour is
Iocalized to intracellular AMF-R tubules (Figure 4 E,F). In the acidified medium,
internalized transferrin did flot cluster in the perinuclear recycling compartment
demonstrating that the acidification procedure did indeed disrupt clathrin
mediated endocytosis (Figure 4 G, H). bAMF is therefore internalized via a
clathrin-independent endocytic pathway to the smooth ER.
The colocalization of bAMF Iabeled tubules with AMF-R tubules was
confirmed by confocal microscopy (Figure 5). Following a 1 hour bAMF
internalization, internalized bAMF is Iocalized to tubular structures which
colocalize with AMF-R tubules (Figure 5 A-C) as well as to punctate structures
which exhibit partial colocalization with LAMP-1 positive lysosomes (Figure 5 D-
F). As seen here, the intense punctate labeling can hide the fainter tubular
labeling of bAMF in some ceils (Figure 4 A, 5 D). In acidification medium, the
vast majority of bAMF labeling, aside from celi surface fibrils, is localized to
tubules which colocalize with AMF-R tubules (Figure 5 G-I). bAMF internalïzed
for 1 hour in the presence of 1O-fold excess unlabeled AMF is Iocalized only to
punctate structures and no labeling of AMF-R tubules can be detected (Figure 5
J-L). While the extent of tubular labeling of bAMF varies between celis under
control conditions (Figure 5 A, D), in the presence of excess unlabeled AMF the
localization of bAME to AMF-R tubules is neyer observed (Figure 5 J-L). bAMF
internalization to intracellular AMF-R tubules therefore occurs via a receptor
mediated process. The inability of excess AMF to block bAMF internalization to
punctate perinuclear structures, which exhibit partial colocalization with LAMP-1
labeled lysosomes tour unpublished observations), demonstrates that this
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labeling is not saturable and corresponds to non-specific fluid phase uptake.
The disappearance of lysosomal labeling following extended chase times
(Figure 4 C,D) is therefore most likely due to lysosomal degradatïon of fluid
phase internalized bAMF.
The location of biotinylated AMF internalized at 37°C was determined by
post-embedding electron microscopy with streptavidin-lO nm golU. Following a
10 minute pulse biotinylated AMF could be detected in caveolae (Figure 6 A,B).
Following a 30 minute pulse, both caveolae and intracellular smooth and rough
ER elements were Iabeled (Figure 6 C-G). Dense structures morphoiogically
equivalent to lysosomes are also Iabeled and presumably correspond to the
perinuclear structures densely Iabeled for internalized bAMF by
immunofluorescence (Figure 6 H,l).
66
DISCUSSION
AMF-R Iocalization to caveolae
Caveolae are smooth plasmalemmal vesicles whose cytopiasmic surface
presents a spiral coat containing the 21 kD caveolae-specific phosphoprotein
caveolin (Rothberg et aI., 1992). By post-embedding immunoelectron
microscopy AMF-R is Iocalized to morphologically identifiable caveolae as weIl
as to smooth ER tubules (Figure 1; Table 1). In contrast to polarized epithelial
MDCK ceils (Benhimame et aI., 1995), labeling of rough ER tubules was not
above background in either NIH-3T3 or HeLa ceils indicating that AMF-R is a
specific marker for smooth ER in these two ceil types. The localization of AMF-R
to caveolae was confirmed by the colocalization of celi surface AMF-R, Iabeled
by the addition of anti-AMF-R to viable celis at 4°C, with caveohin by confocal
fluorescence microscopy (Figure 2). By both postembedding immunoelectron
microscopy and confocal double labeling with caveolin, only a minor portion of
cehl surface AMF-R actually distributes to caveolae identified either
morphologically or by the presence of caveolin. Whether flat plasma membrane
regions to which AMF-R is localized are equivalent to cholesterol-rich Triton X-
100 insoluble glycolipid rafts (Brown and Rose, 1992; Sargiacomo et aI., 1993;
Chang et aI., 1994) is difficult to assess due to the large quantity of AMF-R
localized to intracelluhartubules (61% in NIH-3T3 and 74% in HeLa as per Table
1). Based on the labeling of AMF-R by immunoelectron microscopy, only about
5% of total cellular AMF-R is actually localized to caveolae (Table 1).
Transduction of the AMF motility signal is mediated by a pertussis-toxin
sensitive G protein, phosphorylation of AMF-R and both protein kinase C and
tyrosine kinase activities (Stracke et aI., 1987; Nabi et aI., 1990; Watanabe et
aI., 1991; Timar et aI., 1993; Kanbe et aI., 1994). Heterotrimeric G proteins,
including the pertussis toxin sensitive Gj2 protein, have been shown to
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associate with caveolar domains (Sargiacomo et al., 1993; Chang et al., 1994;
Schnitzer et aI., 1995) although resuits from another study indicate that
heterotrimeric G proteins do flot associate with an immunoisolated caveolae
fraction (Stan et aI., 1997). The AMF-R sequence codes for a putative Type 1
membrane protein and contains within its cytoplasmic domain a consensus
sequence fora G-protein activator motif (Watanabe et aI., 1991; Okamoto and
Nishimoto, 1992; SiIlelli et aL, 1996). The association of AMF-R with caveolae
could serve to facilitate its interaction with heterotrimeric G-proteins following
receptor activation. Caveohn was originally identified as a phosphorylated
substrate of Rous sarcoma virus tyrosine kinase and tyrosine kinase activities
have been localized to caveolae (Glenney, 1989; Sargiacomo et aI., 1993;
Shenoy-Scaria et aI., 1994; Robbins et aI., 1995; Liu et aI., 1997). The flaffening
of caveolae at the plasma membrane is stimulated by the protein kinase C
stimulator PMA and the okadaic acid mediated internalization of caveolae is
blocked by the kinase inhibitor staurosporine suggesting that protein kinase C
activity may be associated with caveolae (Smart et aI., 1993; Parton et al.,
1994). The involvement of heterotrimeric G proteins as well as tyrosine kinase
and protein kinase C activities in transduction of the AME motility signal is
consistent with the localization of AMF-R to celi surface caveolae.
Clathrin-independent internalïzation of AMF-R to smooth ER tubules
The presence of AMF-R both at the ceil surface and within an
intracellular ER-associated organelle suggested that the receptot recycles
between these two cellular sites (Nabi et aI., 1992; Benlimame et aI., 1995).
Caveolae have been implicated in transcytosis in endothelial cells (Palade et al.,
1979; Ghitescu et al., 1986; Schnitzer et aI., 1994) and interaction between
caveolae and smooth ER has been proposed for the vascular endothelium
(Bundgaard, 1991). The inositol triphosphate receptor-like protein has been
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localized to caveolae and this protein is expressed flot only at the plasma
membrane but also within the ER (Fujimoto et al., 1992; Sharp etat, 1992). The
fact that the density of AMF-R labeling within caveolae s equivalent to (NIH
3T3) or greater than (HeLa) that of smooth vesicles and tubules is consistent
with the concentration of AMF-R within caveolae prior to vesicle budding and
fusion with AMF-R tubules (Table 1).
AMF exhibits sequence identity to phosphohexose isomerase (Watanabe
et al., 1996). Biotinylated phosphohexose isomerase or bAMF colocalizes with
celi surface AMF-R labeled with antibodies to AMF-R at 4°C and is endocytosed
by cells at 37°C to tubules which colocalize with smooth ER AMF-R tubules by
confocal microscopy and to morphologically identifiable ER tubules by electron
microscopy. bAMF internalization to smooth ER tubules is a receptor-mediated
process as it can be blocked by the presence of excess unlabeled AMF. Cellular
acidification, which specifically blocks clathrin mediated endocytosis, disrupts
the internalization of transferrin, but not that of bAMF to AMF-R tubules,
demonstrating that AMF-R 15 internalized to AMF-R tubules via a non-clathrin
endocytic pathway. Under the conditions used in these experiments,
internalization of bAMF to lysosomal structures is also observed. This lysosomal
labeling is observed even in the presence of excess unlabeled AME indicating
that it is not receptor-mediated and due to fluid phase uptake. We have
therefore identified a clathrin-independent AMF-R-mediated endocytic pathway
which targets bAME to the endoplasmic reticulum. The localization of AMF-R
and internalized bAMF to ceil surface caveolae by electron microscopy
implicates these smooth invaginations of the plasma membrane in the
endocytosis of AMF-R to the smooth ER subdomain for which it s a marker
(Benhimame et al., 1995; Wang et al., 1997).
Role of caveolae in ÂME-R internalization
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Whether caveolae are involved in endocytic processes in non-endotheliai
remains a controversiai subject. The transient opening and shutting cf caveolae
at the ceil surface, in the absence of dissociation from the plasma membrane,
creates iocalized ligand concentrations which enter the celi via a process caiied
potocytosis (Anderson et al., 1992). Caveolin-positive intracellular endocytic
structures have been identified in elicited macrophages (Kiss and Geuze, 1997).
Ciathrin-independent internalization of the cholecystokinin receptor, apparentiy
via caveolae, targeted the receptor only to subplasmalemmal vesicles (Roettger
et al., 1995). Non-clathrin mediated endocytosis has been identified in non
endotheliai ceils for a number of Iigands, among them choiera toxin, ricin and
the R-adrenergic receptor (Montesano et aI., 1982; Sandvig et aI., 1987;
Raposo et aI., 1989). Choiera toxin and ricin are targeted te the same
endosomes as transferrin receptor (Tran et aI., 1987; Hansen et aI., 1993)
indicating that iigands internaiized via clathrin and non-clathrin invaginations can
follow the endosomal/lysosomal pathway. Disruption cf clathrin polymerization
does flot influence the extent of bulk flow internalization (Cupers et al., 1994)
and whether these clathrin-independent internalization routes involve caveolae
or clathrin-coated pits without the ciathrin remains to be determined (van Deurs
etal., 1993).
The receptor-mediated endocytosis of bAMF not to endosomes and
lysosomes but to the ER certainly suggests that bAMF endocytosïs is net
mediated by uncoated ciathrin vesicles. internalization of anti-AMF-R mAb te
intracellular tubular structures has also been visualized in metastatic K1735
metanoma celi variants (Silletti et aI., 1994). Furthermore, aiternate
internalization routes involving caveolae have been described. Treatment cf
A431 celis with the phosphatase inhibitor okadaic acid enhances the ability cf
caveoiae labeled with choiera toxin to dissociate from the plasma membrane;
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internalized choiera toxin was tatgeted to intracellular tubular profiles and
clusters of caveolae, some of which were flot labeled by fluid phase uptake
(Parton et aI., 1994). Cholesterol depletion resuits in the internalization cf
caveolin and its recycling via the ER, ERGIC, and the Golgi apparatus to the
plasma membrane (Smart et al., 1994; Conrad et aI., 1995). SV4O virus
associates with caveolae and is internalized via smooth plasmalemmal vesicles
f0 smooth tubules which are extensions of the ER (Kartenbeck et al., 1989;
Anderson et al., 1996; Stang et al., 1997). The internalization pathway cf SV4O
to the ER (Kartenbeck et aI., 1989) is therefore remarkably similar to that of
AMF-R described here and the Iocalization cf both AMF-R and SV4O to celi
surface caveolae certainly implicates caveolae in this ER directed endocytic
pathway. lt can be argued that the caveolae to which AMF-R is localized at
steady state are not necessarily involved in its clathrin-independent endocytosis,
however we would argue that the best interpretation cf our data is that AMF-R
internalization to the ER occurs via caveolae. Distinct receptor-mediated
caveolae internalization pathways have been described in endothelial ceils of
the tete mirabile (Bendayan and Rasio, 1996), and it is quite conceivable that
morphologically indistinguishable but functionally distinct subpopulations of
caveolae exist. AMF activation of AMF-R may stimulate both transduction of the
AMF motility stimulating signal and internalization of AMF-R, perhaps within the
same celi surface caveclar domain.
The identification cf caveolin as a phosphorylated substrate for the src
tyrosine kinase is indicative of a role for caveolae in cellular transformation
(Glenney, 1989). AMF-R localization to these celi surface structures further
implicates them in tumor celI malignancy and metastasis. Oncogene
transformation of NIH-3T3 results in the loss cf caveolin expression and
disappearance cf caveolae (Koleske et aI., 1995) while treatment with the tumor
7promotor PMA also results in the disappearance of caveolar invaginations
(Smart et aI., 1993). In lymphocytes or Sf21 insect celis which Iack caveolïn and
caveoiae, the formation cf ceil surface caveoiae as weII as intracellular caveoiar
vesicles can be induced following transfection with caveotin suggesting that
caveolin expression is necessary for caveolar invagination (Fra et al., 1995; Li et
aI., 1996). Alternatively, caveolin may serve to stabilize caveolar invaginations at
the ceil surface.
ÂME recycling and ceil motility
The established rote of AMF-R in celi motiiity and metastasis implicates
AMF-R internalization, and subsequent recycting to the celi surface, in the motiie
process (Nabi et aI., 1992; Silleffi and Raz, 1996). The potential involvement cf
a caveotae-mediated recycling pathway via an ER-associated organelie in celi
motility compiements the previously described rote for coated pit internalization
and recycling (Bretscher, 1984; Altankov and Grinnell, 1993), the targeting of
Golgi-derived membrane vesicles (Bergmann et aI., 1983; Rogaiski et aI., 1984;
Perànen et aI., 1996), and the recycling of early endosomal or lysosomai
proteins (Bretscher, 1989; Garrigues et aI., 1994; Hopkins et aI., 1994) in
celiular movement. The extension of tamellipodia by the motile celi requires the
continuai generation of de novo polarized membrane domains. The targeting cf
the butk of intraceliular membrane traffic towards the site cf formation of new
membrane domains, the ieading edge, is therefore flot surprising. Targeting cf
intraceilular membrane traffic is in large part mediated by the microtubule
cytoskeleton (Kelly, 1990; Cole and Lippincoff-Schwartz, 1995) whose roie in
determining the directionality cf membrane traffic to the leading edge as weli as
the directionality cf celi movement has been demonstrated (Rogalski et al.,
1984; Tanaka et al., 1995). AMF-R tubules associate with a pericentriolar
microtubule subdomain enriched in stabilized microtubules in Moloney sarcoma
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virus transformed epithelial MDCK ceils supporting a role for microtubules in the
intracellular targeting cf AMF-R tubules (Nabi et aI., 1997). The role of
microtubules in the directionality of lamellipodial extension and ceil movement
may be to target intracellular membrane traffic to the leading edge cf the motile
ceil. It should however be noted that while ceils in serum culture are continually
motile, ceil motility in situ occurs in response to specific motile stimuli (Stoker
and Gherardi, 1991). A recycling pathway stimulated by a cytokine, such as
AMF, may represent a motility specific membrane targeting pathway.
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Figure 1: Electron microscopic Iocalization of AMF-R in NIH-3T3
fibroblasts and HeLa celis. HeLa (A,B,C) and NIH-3T3 (D,E,F) ceils were post
embedding immunolabeled with anti-AMF-R and 12-nm gold-conjugated anti-rat
lgM secondary antibodies. Typical AMF-R labeling of smooth tubules (A,D,
arrows) and ceil surface caveolae (B,C,E,F, arrowheads) is shown. PM: plasma
membrane. Bar = 0.2 pm.
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Figure 2. Colocalization of AMF-R and caveolin by confocal microscopy. ViableNIH-3T3 ceils were labeled for celi surface AMF-R at 4°C (A) and for caveolin
after fixation and permeabilization (B). To demonstrate the colocalization ofAMF-R and caveolin, confocal images from both fluorescent channels were
superimposed (panel C; AMF-R in green and caveolin in red) and colocalization
appears in yellow. Bar, 20 pm.
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Figure 3. bAMF and anti-AMF-R mAb colocalize on the ceil surface. bAMF
migrated as a single band in protein blots revealed with HRP-streptavidin (A).Confocal imaging of celi surface labeling of viable NIH-3T3 cells at 4°C withbAMF (B) or anti-AMF-R antibody (C). Confocal images from both fluorescent
channels were superimposed (panel D; bAMF in green and AMF-R in red) and
revealed a significant degree of colocalization in yellow. Bar, 20 pm.
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Figure 4: Internalization of bAMF to AMF-R tubules. NIH-3T3 cells were
pulse Iabeled with bAMF at 37°C for one hour (A, B), for two hours and chased
for 4 hours (C, D) or for one hour in medium acidified to pH 5.5 to disrupt
clathrin-mediated endocytosis (E, F). After fixation with methanol/acetone, celis
were double labeled with Texas Red-streptavidin to reveal bAMF (A, C, E) and
anti-AMF-R mAb and FITC-conjugated anti-rat secondary antibody to reveal
AMF-R labeling (B, D, F). To ensure that cellular acidification disrupted clathrin
mediated endocytosis of transferrin receptor, NIH-3T3 cells were incubated at
37°C with Texas Red transferrin for 30 minutes in regular medium (G) or in
medium acidified to pH 5.5 (H). Bar = 20 pm.
C
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Figure 5. Localization of internalized bAMF to AMF-R tubules by confocal
microscopy. NIH-3T3 celis were pulse labeled with bAMF at 37°C for 1 h in
regular medium (A-F) for J h in medium acidified to pH 5.5 to disrupt clathrin
mediated endocytosis (G-l), or in regular medium in the presence of 1O-fold
excess unlabeled AMF (J-L) before fixation with methanol/acetone. bAMF was
revealed with Texas Red-streptavidin (A, D, G, and J) and AMF-R (B, H, and K)
or LAMP-1 (E) labeled with the appropriate primary antibodies and FITC
conjugated secondary antibodies. Confocal images from both fluorescent
channels were superimposed (panels C, I, and L, bAMF in red and AMF-R in
green; panel F, bAMF in red and LAMP-1 in green) and colocalization appears in
yellow. Bar, 10 pm.
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Figure 6: Electron microscopy of the internalization pathway of bAMF. NIH
3T3 ceNs were pulsed with bAMF at 37°C for 10 (A,B,H) or 30 minutes
(C,D,E,F,G,I). The Iocalization of bAMF was revealed by postembedding
labeling with 10 nm gold-conjugated streptavidin. After 10 minutes, bAMF is
Iocalized to ceil surface caveolae (A,B). After a 30 minute pulse, bAMF is
Iocalized to caveolae and smooth vesicles (C,D) and also appears in intracellular
membranous tubules (E,F,G) including distinctive smooth (E) and rough (F) ER
elements. bAMF labeling of dense lysosomal structures is also detected (H,l).
Bar = 0.1 pm.
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Table 1: Localization of AMF-R in HeLa and NIH-3T3 cells by
immunoelectron microscopy
Smooth Rough Flat plasma Caveotae Clathnn
tubules endoplasmi membrane coated pits
and vesicle reticulum and vesicle
HeLa
AMF-R
# gold particles 660 34 147 52 3
pm membrane 328.5 187.5 245.6 14.6 19.3
gold 2.01±0.15 0.18±0.04 0.60±0.08 3.56±0.53 0.16±0.13
particleslpm
Control 83 6 25 3 1
#gold particles 307.5 95.2 211.0 16.1 5.0
pm membrane 0.27 ± 0.08 0.06 ± 0.03 0.12 ± 0.05 0.19 ± 0.10 0.20 ± 0.21
gold
particleslpm
NIH-3T3
AMF-R
# gold particles 640 74 296 44 2
pm membrane 432.6 308.9 308.8 28.8 34.7
gold 1.48±0.10 0.24±0.06 0.96±0.10 1.53±0.30 0.06±0.06
particleslpm
Control 33 7 10 4 2
#gold particles 303.1 109.8 138.1 31.7 6.2
pm membrane 0.11±0.02 0.06±0.03 0.07±0.03 0.13±0.06 0.32±0.18
gold
particleslpm
GolU particles associated with the indicated membrane organelles were counted
and the density per pm membrane length determined. Control labeling was
determined using a nonimmune rat IgM antibody (Benlimame et al., 1995).
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ARTICLE 2
Clathrin-medïated endocytosis and
recyclïng of autocrïne motïlïty factor
receptor to fïbronectin fibrîls ïs a
11m ïtïng factor for NIH-3T3 celi
motïlity.
Le, P.U., N. Benlimame, A. Lagana, A. Raz, and I.R. Nabi., (2000).
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SUMMARY
Autocrine motility factor receptot (AMF-R) is internalized via a clathrin
independent pathway to smooth endoplasmic reticulum tubules (Benlimame, N.,
P. U. Le, and I. R. Nabi. 1998. Molec. Biol. CeIl 9:1773-1786). This endocytic
pathway is shown here to be inhibited by methyl-f-cyclodextrin (mBCD)
implicating caveolae or caveolae-Iike structures in AMF internalization to smooth
ER. AMF-R is also internalized via a clathrin-dependent pathway to a transferrin
receptor-negative, LAM P-1 /lgpA-negative endocytic compartment ïdentified by
electron microscopy as a multivesicular body (MVB). Endocytosed AMF
recycles to celi surface fibrillar structures which colocalize with fibronectin; AMF
R recycling is inhibited at 20°C, which blocks endocytosis past the early
endosome, but flot by mRCD demonstrating that AMF-R recycling to fibronectin
fibrils is mediated by clathrin-dependent endocytosis to MVBs. Microtubule
disruption with nocodazole did not affect delivery of bAMF to ceil surface fibrils
indicating that recycling bAMF traverses the MVB but flot a later endocytic
compartment. Plating NIH-3T3 celis on an AMF coated substrate did flot
specifically affect celi adhesion but prevented bAMF delivery to cetl surface
fibronectin fibrils and reduced ceil motility. AMF-R internalization and recycling
via the clathrin-mediated pathway are therefore rate-limiting for ceil motility. This
recycling pathway to the site of deposition of fibronectin may be implicated in
the de novo formation of cellular attachments or the remodeling of the
extracellular matrix during ceIl movement.
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INTRODUCTION
The repeated extension of pseudopodia of the motile celI requires the
continuai supply to the leading edge of the molecular components necessary for
renewai and stabilization of the pseudopodial domain. Such a need shouid
necessarily implicate protein recycling in the motile process (Bretscher, 1996;
Nabi, 1999). In particular, the formation of adhesion contacts at the Ieading
edge must require the directed delivery of adhesion molecuies, inciuding
integrins, in order to stabilize de novo pseudopodial protrusions. Exocytosis of
VAMP-3 containing vesicles has recently been reported at the site of
phagosome formation indicating that localized exocytosis from an endosomai
compartment is associated with poiarized pseudopodiai protrusion (Bajno et ai.,
2000). In neutrophils, calcineurin-dependent integrin recyciing has been shown
to be necessary for pseudopodiai protrusion and celi movement (Hendey et al.,
1992; Lawson and Maxfield, 1995). Expression of PKCa is associated with both
increased endocytosis and recycling of Bi integrin and with increased migration
of MCF-7 breast carcinoma ceNs (Ng et ai., 1999). Disruption of ciathrin
mediated endocytosis by potassium depletion resuits in the Ioss of fibroblast
polarization and motiiity (Altankov and Grinnell, 1993). Similariy, clathrin-minus
Dictyostelium mutants exhibit Ioss of celi poiarity, reduced celi motility and,
curiously, increased pseudopodial protrusion from the posterior haif cf the ceH
impiicating clathrin and, presumably, ciathrin-dependent endocytosis in the
polarization of pseudopodiai protrusion as weii as in uropod stabilization
(Wessels et aI., 2000). These studies support a role for endocytosis and
recycling in celi motility however the precise nature of any such motility related
pathways remains to be further clarified.
Receptor-mediated endocytosis via clathrin-coated vesicles from the celi
surface to endosomai compartments and subsequently to degradative
11)1
lysosomes is weIl-characterized. The early endosome or sorting endosome
segregates recycling receptors from the lysosomai directed pathway and
delivers them back to the celi surface via the recycling compartment. The
multivesicular body (MVB) is an intermediate between early endosomai
compartments and late endosomes (Gruenberg and Macfield, 1995; Meilman,
1996). The MVB presents a limitïng membrane and multiple internai vesicles
and recycling from the MVB to the ceil surface has been described (Felder et
aI., 1990). In addition, non-clathrin endocytosis has been described to deliver
cargo to early endosomes (Sandvig and van Deurs, 1991; Lamaze and Schmid,
1995) and appears to be distinct from caveolae as this pathway is flot inhibited
by methyl-B-cyclodextrin (mfCD), a cholesterol extracting agent which disrupts
caveolae (Rodai et aL, 1999). A clathrin-independent pathway which delivers
endocytic cargo to smooth ER has also been described and has been proposed
to be mediated by caveolae based on morphological criteria (Kartenbeck et al.,
1989; Benlimame et al., 1998). In particular, autocrine motility factor receptor
(AMF-R), a membrane receptor Iocaiized to smooth ER tubules and caveolae,
internalizes its ligand (AMF) via a clathrin-independent pathway to the smooth
ER in NIH-3T3 fibroblasts (Benhimame et al., 1995; Wang et aI., 1997;
Benlimame et al., 1998).
Autocrine motïlity factor (AMF), a member of the ectoenzyme/exoenzyme
family and also known as neuroleukin, maturation factor or phosphohexose
isomerase (Watanabe et al., 1996; Sun et al., 1999), and its receptor, AMF-R,
have well-established roles in transduction of a motihity signal stimulating the
motile and metastatic abihities of normal and tumor cells (Sihlefti and Raz, 1996).
The stable expression of AMF-R within intracellular smooth ER tubules and its
abihity to internalize its ligand suggested that endocytosis of this receptor is
associated with its function in ceil motility (Benhimame et aI., 1998; Nabi, 1999).
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We show here that the non-clathrin internalization of AMF is inhibfted by mRCD
demonstrating that this ER endocytic pathway is mediated by caveolae or
caveolae-like structures. AMF-R is also endocytosed via a clathrin-dependent
pathway which delivers the AMF/AMF-R complex to MVBs from which it
recycles to celi surface fibronectin fibrils. Plating of ceils on an AMF coated
substrate prevents AMF/AMF-R complex recycling and reduces the motility cf
NIH-3T3 celis demonstrating that AMF-R internalization and recycling are rate
limiting for celi motility. This recycling pathway to celi surface fibronectin fibrils
could be involved in the de novo formation of cellular affachments or in the
remodeling of the extracellular matrix (ECM) during celi movement.
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MATERIALS AND METHODS
Antibodies and reagents
Monoclonal antibody against AMF-R was used in the form ofconcentrated hybridoma supernatant (Nabi et al., 1990). Monoclonal mouseanti-human TfR antibodies were purchased from Zymed Laboratories, Inc. (SanFrancisco, CA), rat anti-LAMP-1 from the Developmental Studies HybridomaBank (University of Iowa, Iowa City, lA), mouse anti-fibronectin fromTransduction Laboratories (Mississauga, ON) and mouse anti-tubulin from ICN(Costa Mesa, CA). Anti-AMF antibodies were as previously described (Niinakaet al., 1998). Secondary antibodies and streptavidin conjugated to fluorescein orTexas Red were purchased from Jackson lmmunoresearch Laboratories (WestGrove, PA). Nanogold-streptavidin and the HQ silverTM Enhancement Kit waspurchased from Nanoprobes, Inc. (Stony Brook, NY). Lysine fixable FITCdextran (10,000 MW) was purchased from Molecular Probes Inc. (Eugene, OR).Streptavidin, d-biotin, bovine plasma fibronectin and poly-D-lysine werepurchased from Sigma (Oakville, ON). Rabbit phosphohexose isornerase(referred to as AMF) was purchased from Sigma and biotinylated with NHS-LCbiotin (Pierce, Rockford, IL) according to the manufacturer’s instructions. mBCDand nocodazole wete purchased from Sigma. Bovine serum albumin (BSA)solution (7.5%) was purchased from Canadian Life Technologis (Burlington,ON).
Ceil culture
N 1H-313 fibroblasts obtained from the American Type Culture Collection(1658-CRL) were cloned and a highly spread clone was used for these studies(Benhimame et al., 1998). NIH-313 ceNs were grown in complete mediumconsisting of DME supplemented with 10% calf serum, non-essential amino
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acids, vitamins, glutamine, and a penicillin-streptornycin antibiotic mixture
(Canadian Life Technologies).
Immunofluorescence labeling
30,000 NIH-3T3 ceils were plated on glass cover slips for 2 days before
each experiment unless otherwise indicated. For the AMF internalization
studies, NIH-3T3 celis were pulsed with 25 pg/ml of biotinylated AMF (bAMF) in
complete medium at 37°C, washed and then chased in complete medium.
Disruption of clathrin-coated pits and vesicles by cytoplasmic acidification
(Heuser, 1989) was per[ormed as described previously (Benlimame et al.,
1998). mBCD treatment of NIH-3T3 ceils was performed essentially as
previously described (Baorto et al., 1997). NIH-3T3 ceils were pretreated with
0.5 mM mRCD in serum-free medium supplemented with 1% BSA for 30
minutes at 37°C and bAMF internalization in the presence of 0.5 mM mRCD
was performed in the same medium; the cells were subsequently chased in
complete medium. Colocalization of internalized bAMF with anti-AMF-R or anti
LAMP-1 antibodies was perlormed following fixation with precooled (-80°C)
methanol/acetone prior to labeling with Texas Red-streptavidin and the
appropriate FITC-conjugated secondary antibodies (Benlïmame et al., 1998).
Colocalization of internalized bAMF with anti-TfR was performed following
fixation with 3% paraformaldehyde and permeabilization with 0.2% Triton X-100
prior to labeling with Texas Red-streptavidin and the FITC-conjugated anti
mouse secondary antibodies. For the bAMF cointernalïzation with FITC-dextran,
NIH-3T3 celis were incubated with bAMF (250 pg/ml) and FITC-dextran (5
mg/ml) for 15 min at 37°C and after the indicated times of chase, the ceils were
washed three times with PBS supplemented with 0.1 mM Ca and 1 mM Mg
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(PBS/CM), fixed wïth 3% paraformaldehyde, and perrneabilized with 0.2% Triton
X-100 priorto labeling with Texas Red-streptavidin to reveal bAMF.
In order ta label only ceil surface exposed bAMF, AMF-R or fibronectin,
viable celis were Iabeled in medium which did flot contain bicarbonate
supplemented with 25 mM Hepes and 5% calf serum (bicarbonate-free medium)
at 4°C with Texas Red-streptavidin and the appropriate primary antibodies, fixed
with 3% paraformaldehyde and then labeled with FITC-conjugated secondary
antibodies (Benlimame et al., 1998). To quench celi surface bAMF, NIH-3T3
celis were pulse labeled with bAMF for the indicated time and then placed at
4°C and incubated with 50 pg/mI of unconjugated streptavidin diluted in
bicarbonate-free medium for 10 minutes. The ceils were then washed 3 times
with complete medium supplemented with 5 pg/mI of d-biotin in order to block
free sites cf bound unconjugated streptavidin, washed 3 more times with
complete medium to remove the free biotin, and then chased for 30 minutes at
37°C prior ta ceil surface labeling as described above. For the 20°C black, ceils
were pulsed with bAMF (25 pg/mI) for 30 minutes or 3 hours at 20°C in
bicarbonate-free medium. To disrupt microtubules, NIH-3T3 ceils were
pretreated for 30 minutes with 10 pM nocodazole and then pulsed with bAMF
(25 pglml) for 30 minutes at 37°C in the presence of nocodazole.
After labeling, the coverslips were mounted in Airvol (Air Products and
Chemicals, Allentown, PA) and viewed in a Zeiss Axioskop fluorescent
microscope equipped with a 63X Plan Apochromat objective and selective
filters. Confocal micrascopy was performed with the 60X Nikon Plan
Apochramat objective of a dual channel Bio-Rad MRC-600 laser scanning
confocal microscope equipped with a kryptan/argon laser and the corresponding
dichroic reffectors te distinguish fluorescein and Texas Red labeling. To quantify
cellular expression of ceil surface fibrils Iabeled for bAMF or AMF-R, 50 cells
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were selected at random from at least three experiments and the number of
ceils presenting fibrillar labeling counted.
Electron microscopy
NIH-3T3 fibroblasts grown on tissue culture dishes were pulsed and
chased with bAMF as described for the fluorescence studies and then
processed for electron microscopy as previously described (Benlïmame et al.,
1998). Ultrathin sections (80 nm) were incubated in saturated sodium periodate
solution for 20 min at 22°C. The sections were blocked with 1% BSA in PBS
and then incubated with nanogold-streptavidin for 30 minutes. The sections
were washed three times with PBS, three times with deionized water and then
the nanogold labeling was amplified by silver enhancement for 7 min at 22°C.
The sections were contrasted with uranyl acetate and lead citrate and
examined in a Zeiss CEM9O2 electron microscope. In the absence of nanogold
streptavidin labeling, silver particles due to non-specific silver enhancement
were flot observed. In the absence of bAMF internalization, specific labeting of
MVBs was flot observed.
Substrate coating
AMF, BSA, fibronectin, and polylysine were immobilized on the surface of
Nunc Lab-Tek permanox chamber slides (Canadian Life Technologies) or
plastic 12- and 96-well tissue culture plates (Falcon) by incubation with the
respective solutions at the indicated concentrations for 1 hour at room
temperature. AMF, BSA, or fibronectin solutions in PBS were added to the
various plastic supports at the same concentration. To correct for the variable
surface areas, the volume added was proportional to the surface area of the
well and substrate coating concentrations are indicated as pg/cm2. Poly-D-lysine
coating (10 pg/cm2) was performed overnight at 4°C. Where indicated, dishes
were incubated in complete medîum overnight at 37°C prior to AMF coating.
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After incubation with the substrate, the dishes were washed rapidly 3 times,
incubated at room temperature for 30 minutes and then washed 3 more times
with complete medium in order to remove free protein and block non-specific
sites.
Celi adhesion and motility assays
Ceil adhesion was measured by adding 20,000 cells to coated or
uncoated wells of 96-weIl plates for 30 minutes at 37°C after which the medium
was removed and the wells rinsed once gently with fresh medium. Substrate
affached celis were fixed by the addition of 50 pI 50%TCA to 200 pI medium in
each well. After incubation at 4°C for at least 60 minutes, the plates were rinsed
with water and dried; ceils were colored with 0.2% sulforhodamine, rinsed with
1% acetic acid, dried and the ceIl-associated sulforhodamine solubilized with
100 mM Tris and read in a microplate readet (MR600; Dynatech Instruments
Inc., California) at 490 nM, essentially as previously described (Skehan et al.,
1990). For each condition, OD values from 8 wells were averaged and the
average of 8 identical wells to which celis were not added was substracted.
b measure celi motility, 20,000 NIH-3T3 fibroblasts were plated on
plastic tissue culture wells, uncoated or coated with AMF, BSA, polylysine or
fibronectin, for one hour in complete medium in a C02 incubator before the
medium was replaced with bicarbonate-free DMEM containing 25 mM Hepes
pH 7.3 supplemented with 10% calf serum. A layer of mineraI ail was placed
over the medium and the ceils placed on a 37°C stage. lime lapse images were
collected every 60 minutes for 15 hours with the 1OX objective of an inverted
Zeiss Axiovert microsope equipped with a Princeton MicroView CCD camera
and Northern Eclipse image analysis software. Celi movement was tracked by
ploffing nuclear location every hour and the distance travelled from 2-15 hours
after plating was measured. Data for a total of 30 cells was accumulated from at
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least three experiments for each condition. To measure the extent of ceil
spreading, the contour of celis in the time lapse images collected 60 minutes
after ceil plating was traced and celi area determined using Northern Eclipse
image analysis software. Data of 18 ceNs was accumulated from three
experiments for each condition.
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RESULTS
Dual pathways of AMF-R internalization
Receptor-mediated internalization of biotinylated AMF (bAMF) via a
clathrin-independent pathway to the smooth ER has been previously
demonstrated in NIH-3T3 fibroblasts (Benhimame et aL, 1998). Following a 60
minute bAMF pulse, internahized bAMF is hocahized to both AMF-R labeled
smooth ER tubules and punctate structures (Figure 1 A-C) as previously
described (Benhimame et al., 1998). bAMF internahization in the ptesence cf
mBCD, a cholesterol extracting agent which disrupts caveolae expression
(Ohtani et al., 1989; Kilsdonk et al., 1995; Klein et al., 1995; Hailstones et al.,
1998; Orlandi and Fishman, 1998; RodaI et aI., 1999), prevents bAMF
internahization to smooth ER tubules but flot to the punctate structures which are
distinct from smooth ER AMF-R tubules (Figure 1 D-F). The abihity of mRCD to
inhibit clathrin-independent internahization to smooth ER tubules indicates that
caveolae or caveolae-hike structures are involved in this endocytic toute.
bAMF internalization in medium acidified to pH 5.5, which blocks clathrin
mediated endocytosis (Heuser, 1989), does not affect bAMF internalization to
smooth ER AMF-R tubules but prevents its internalization to the perinuclear
punctate structures (Figure 1 G-l). The punctate labehing of internahized bAMF
was previously interpreted as fluid phase due to our inability to completely
prevent this endocytic route with an excess of unlabeled AMF (Benlimame et al.,
1998). However, an excessively high concentration of bAMF (250-500 .jg/mI)
was used for those studies. We have repeated the bAMF internahization with
only 25 .ig/mI bAMF and under these conditions a ten-fold excess of unlabeled
AMF completely blocks bAMF internalization (Figure I J-L) demonstrating that
both the clathrin-dependent and -independent pathways are receptor-mediated.
Clathrin-mediated bAMF internalïzation to multivesicular bodies
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In order to identify the specific organelie to which bAMF is internalized via
the clathrin-dependent pathway, we performed bAMF internalization in the
ptesence of m(CD to biock the caveolae-mediated pathway to smooth ER
tubules. mBCD has been described te reduce the clathrin-mediated endocytosis
of transferrin and EGF, however at the mBCD concentration used in this study
(0.5 mM) the effect was minimal (Rodai et al., 1999; Subtil et al., 1999) and we
observed no qualitative effects on the clathrin-mediated endocytosis of bAMF.
After a 15 minute bAMF pulse and 30 minute chase, bAMF Iabeled ceNs were
colabeled with markers for early endosomes (1fR) or for late endosomes and
lysosomes (LAMP-1). The punctate structures to which bAMF is localized can
be distinguished from eariy endosomes labeled for the TfR (Figure 2 A-C) and
from late endosomes and lysosomes Iabeled for LAMP-1 (Figure 2 D-F).
Previously, internalized bAMF was described to partially colocalize with LAMP-1
(Benlimame et al., 1998) however the high bAMF concentration (250-500 pg/ml)
used may have resulted in some late endosomai or lysosomal delïvery of bAMF
via fluïd phase endocytosis. The resuits presented here suggest that the
punctate structures to which bAMF is internalized are neither early endosomes,
late endosomes flot lysosomes.
Using the same conditions of bAMF internalization (15 minute pulse in
the presence of mBCD and 30 minute chase) for EM and postembedding
labeling with streptavidin nanogold, the majority of bAMF labeled structures are
MVBs which contain few internai vesicles (Figure 3). MVBs have been
previously identified as an intermediate compartment between early and late
endosomes (Hopkins and Irowbridge, 1983; Dunn et ai., 1986; Gruenberg et
ai., 1989), which is consistent with the abiiity te distinguish bAMF labeling from
that cf both the 1fR and LAMP-1.
bAMF associates with fibronectin celi surface sites
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To distinguish bAMF internalization from endocytosis to lysosomes, we
cointernalized bAMF and FITC-dextran, a fluid phase macker. Complete
colocalization of cointernalized bAMF and FITC-dextran was observed foflowing
a 15 minute pulse labeling (Figure 4 A-C). The short nature 0f the pulse
restricted our ability to visualize bAMF internalization to smooth ER tubules, first
visualized after a 30 minute bAMF pulse and best seen after a 60 minute bAMF
pulse. Following a 15 minute chase, internalized bAMF and FITC-dextran
remain colocalized (Figure 4 D-F) however after a 30 minute chase the bAMF
labeling dissociates from that of EITC-dextran (Figure 4 G-l). After a 60 minute
chase, bAMF no longer associates with FITC-dextran positive endocytic
organelles and exhibits a highly fibtïllar localization (Figure 4 J-L). After 2 hours
of chase, bAMF is completely associated with fibrils (Figure 4 M-O). The
dissociation of bAMF from the fluid phase endocytic pathway of FITC-dextran
confirms that bAMF internalization to MVBs is receptor-mediated.
Ihe fibrillar labeling of bAMF internalized and chased for 2 hours can be
labeled with Texas Red-streptavidin added to viable ceNs at 4°C showing that
this fibrillar labeling is Iocalized at the ceil surface of N 1H-313 fibroblasts (Figure
5 A). This ceil surface labeling was turther shown to exhibit complete
colocalization with fibronectin (Figure 5 A, B), a secreted ECM component
(Yamada and Olden, 1978; Mosher, 1984). To ensure that Texas Red
streptavidin labeling of fibronectin fibrils is truly due to the distribution of bAMF
to these sites, celis which had internalized and recycled bAMF were double
labeled with anti-AMF antibodies (Niinaka et al., 1998). Anti-AMF antibody
labeled fibronectin fibrils demonstrating that AMF is indeed localized to these
cell surface fibrils (Figure 5 C,D). To show that bAMF internalizes and recycles
to celi surface fibronectin fibrils together with its receptot, cells were surface
labeled with Texas-Red streptavidin to label cell surface bAMF and with anti-
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AMF-R antibodies to label ceil surface AMF-R. AMF-R exhibits a punctate
distribution as previously reported (Benlimame et al., 1998) but can aiso be
localized to fibrillar sites to which bAMF is localized (Figure 5 E,F). Endogenous
AMF is expressed in the BALB/c 3T3-A31 celi une (Niinaka et al., 1998) and ceH
surface labeled at 4°C with antibodies to AMF (Figure 5 G) and AMF-R (Figure
5 H) show that AMF and AMF-R associate with celi surface fibrils in the absence
of a bAMF pulse at 37°C. While the extent of fibrillar labeling varied between
ceils, the majority of celis could be observed to express AMF and AMF-R
labeled celi surface fibrils.
AMF recycles to fibronectin fïbrils via clathrïn-mediated endocytosis to
MVBs
b demonstrate that bAMF fibrillar labeling is indeed the resuit of bAMF
recycling from intracellular sites and not a consequence of the redistribution of
ceil surface AMF-R, residual ceil surface bAMF was quenched by the addition of
50 pglml unconjugated streptavidin at 4°C for 10 minutes after the bAMF pulse
label and before the chase at 37°C. To ensure that the unconjugated
streptavidin eliminated the ceil surface labeling, NIH-313 fibroblasts were pulse
labeled with bAMF for 30 minutes at 37°C, conditions which resuit in extensive
celi surface bAMF fibrils (Figure 6 A, B). As seen in Figure 6 C, incubation with
streptavidin at 4°C was able to completely eliminate bAMF ceil surface labelïng.
Subsequently, NIH-313 cells were pulsed with bAMF for 15 minutes, after which
no fibrillar ceil surface bAMF is detected (Figure 4), and then incubated with
unconjugated streptavidin at 4°C before a 30 minute chase at 37°C. Rinsing the
celis with biotin prior to the chase was necessary to visualize bAMF recycling,
evidently in order to block free binding sites of the unconjugated streptavidin,
and extending the 4°C incubation also reduced the extent of recycling.
Nevertheless, distinct fibronectin fibrils labeled for bAMF were observed on
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49±3 % of celis after the streptavidin quench (compared to 82±3 % of celis that
were flot quenched) clearly indicatïng that the association of bAMF with ceil
surface fibrils is a consequence of bAMF recycling following endocytosis (Figure
6 E, F).
b determine which endocytic pathway mediates recycling cf bAMF to
ceil surface fibronectin fibrils, we endocytosed bAMF at 20°C, a temperature
block that prevents endocytic traffic between the early and late endosome
(Dunn et al., 1980; Hopkins and Trowbridge, 1983; Griffiths et aI., 1988). In
contrast to the ceIl surface fibrillar bAMF labeling of celis pulse Iabeled for 30
minutes at 37°C (Figure 7 A), ceNs pulse Iabeled for either 30 minutes or 3
hours at 20°C exhibit no surface fibril-associated bAMF (Figure 7 C,E).
However, bAMF internalization to smooth ER AMF-R tubules is stili visualized in
permeabilized cells after a 3 hour bAMF pulse at 20°C (flot shown).
Furthermore, the presence of mRCD does flot affect bAMF recycling to
fibronectin fibrils (Figure 7 G, H). bAMF recycling to celi surface fibronectin
fibrils is therefore due to clathrin-dependent endocytosis of bAMF.
The MVB is equivalent to the endosomal carrier vesicle (ECV) which
mediates early te late endosomal traffic (Gruenberg and Maxfield, 1995).
Depolymerization of microtubules blocks endocytic traffic from early to late
endosomes at the level ofthe MVB/ECV (De Brabander et aI., 1988; Gruenberg
et aI., 1989; Aniento et aI., 1993). To determine that bAMF recycling te the ceil
surface is mediated by MVBs and flot a later endocytic compartment, NIH-3T3
ceils were treated with 10 pM nocodazole to depolymerize microtubules and
then pulse labeled with bAMF for 30 minutes at 37°C. In the presence cf
nocodazole (Figure 8), bAMF is internalized to smooth ER AMF-R tubules and
MVBs (Figure 8 C, D) in an equivalent fashion to cells exhibiting intact
microtubules (Figure 8 A, B). Recycling cf bAMF to fibronectin fibrils is flot
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disrupted by microtubule depolymerization indicating that it is flot mediated by a
late endosomal compartment (Figure 8 E, F).
AMF recycling to fibronectin fïbrils regulates ceil motilïty
In contrast to the ability of bAMF to recycle to ceil surface fibronectin
fibrils on uncoated Lab-Tek wells (Figure 9 A, B), bAMF does flot recycle to celi
surface fibrils on an AMF coated substrate (Figure 9 C, D). Plating of the celis
on a polylysine coated substrate, effectively immobilizing the ceils (Figure 10),
did flot prevent bAMF recycling to fibronectin fibrils (Figure 9 E, F). The AMF
substrate also inhibited the association of AMF-R with fibronectin fibrils to a
simïlar extent (Figure 9 G, H). Labeling of permeabilized celis plated on an AME
coated substrate showed that bAMF was internalized to smooth ER AMF-R
tubules but flot to punctate MVBs (flot shown) indicating that the presence of
substrate attached AMF selectively inhibits ligand stimulated receptor
internalization and recycling via the clathrin-dependent pathway.
The number of celis exhibiting bAMF or AMF-R labeled fibrils on a
polylysine coated substrate (bAMF = 78±3%; AMF-R = 68±8%) was essentially
equivalent to that on an uncoated substrate (bAMF = 78±4%; AMF-R = 60±9%).
However, decreased expression of bAMF and AMF-R labeled fibrils correlated
with increased AMF substrate concentrations. No ceils plated on an AMF
substrate at a concentration of 260 pg/cm2 exhibited bAMF or AMF-R labeled
fibrils. On 26 pg/cm2 AMF coated substrate, only 14±3 and 8±4 % of ceils
presented bAMF or AMF-R Iabeled fibrils, respectively, while on 2.6 pg/cm2
AMF coated substrate 40±7% and 31±3% of celis presented bAMF or AMF-R
labeled fibrïls, respectively. The ability to specifically inhibit bAMF recycling on
AMF coated substrates allowed us to determine the role of the bAMF recycling
pathway in celi motility. The motility of NIH-3T3 ceNs was determined by time
lapse videomicroscopy over 13 hours. On dishes coated wïth AMF solutions
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varying from 2.6 to 560 pglcm2, the motility of NIH-3T3 cells is reduced by more
than 50%; increasing AMF concentrations resulted in greater inhibition of
motility however the effect is saturating as ceIl motility on 560 pg/cm2 AMF was
equivalent to that on 260 pg/cm2 AMF (Figure 10 A). Inhibition of celi motility is
therefore directly correlated with inhibition of bAMF and AMF-R recycling to
fibronectin fibrils by the AMF coated substrate.
On polylysine coated plates, effectively immobilizing the ceils, the basal
motility detected due to nuclear movement was significantly lower (p < 1 Q5) than
that cf ceils plated on 260 or 560 pg/cm2 AMF indicating that the AMF substrate
does flot completely immobilize the ceils. b control for the possibility that the
AMF coating prevented the attachment of soluble serum factors thereby
inhibiting celi motility, plates were coated with 260 pg/cm2 BSA or incubated
with serum containing medium overnight before applying AMF; the BSA coating
did flot influence celi motility and precoating the plates with serum did not affect
the ability of a subsequent AMF coating to reduce the motility of the àells. An
immobilized AMF substrate therefore specifically inhibits both clathrin
dependent AMF recycling and celi motility.
Substrate adhesivity is a critical determinant of celi motility and
increasing substrate concentrations of fibronectin is associated with inhibition of
celI motility (Palacek et al., 1997). The reduced motility cf celis on AMF
substrate could therefore be due to celI immobilization due to increased
adhesivity. b determine if AMF acts as an adhesion molecule, we measured
celI motility on fibronectin coated substrates of different concentrations and
compared the adhesivity of NIH-3T3 cells to AMF and fibronectin substrates
which induced a similar degree of motility inhibition. Substrate coating with 5
pg/cm2 fibronectin stimulated cell motility however 50 pg/cm2 fibronectin
inhibited celi motility to a similar extent as substrate coating with 260 pg/cm2
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AMF and 100 pglcm2 fibronectin immobilized the ceils as observed for the
polylysine coated substrate (Figure 10 A). Using a microtitre plate based
adhesion assay, we measure celi adhesivity to AMF, fibronectin, BSA and
polylysine coated substrates. As shown in Figure 10 B, 260 Jg/cm2 of AMF
substrate coating did flot inctease ceil adhesivity greater than an equivalent
concentration of BSA. Furthermore, for ail concentrations of AMF used, coating
the substrate with an equivalent concentration of BSA resulted in the same or
greater celi adhesion (flot shown). The presence of AMF does not therefore
specifically enhance ceil adhesion.
Ceil adhesion to ail concentrations of fibronectin, including 5 jjg/cm2
fibronectin which is associated with increased ceil motility, was greater than to
AMF coated substrates (Figure 10 B). In particular, at concentrations where
equivalent motility inhibition on AMF or fibronectin substrates was observed (2.6
pg/cm2 AMF vs. 20 pg/cm2 fibronectin; 260 pg/cm2 AMF vs 50 pg/cm2
fibronectin), ceil adhesion to the fibronectin coated substrate was significantly
gteater than to the AMF coated substrate (p < J0). Furihermore, spreading of
newly plated celis on AMF coated substrates was equivalent to a BSA coated
substrate and flot much increased relative to ceils plated on uncoated plastic
although spreading on fibronectin coated substrates was significantly greater
(Figure 10 C).
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DISCUSSION
Dual pathways of AMF-R internalization
AMF-R is a celi surface receptor whïch has also been localized to a
smooth subdomain of the endoplasmic reticulum (Benhimame et aI., 1995, Wang
et al., 1997). At the ceil surface AMF-R was localized to caveolae and we
previousiy demonstrated that bAMF is internahized via a ciathrin-independent
pathway to smooth ER tubules (Benhimame et aI., 1998). The absence of bAMF
internalization to smooth ER in the presence of mRCD (Figure 1) confirms that
the internalization of the AMF/AMF-R complex to smooth ER AMF-R tubules is
medïated by caveolae or caveolae-Iike structures. mfCD is a cholesterol
extracting reagent which disrupts the expression of caveolae and gtycohipid rafts
(Ohtani et aI., 1989; Kihsdonk et al., 1995; Klein et ai., 1995; Hailstones et al.,
1998; RodaI et aI., 1999). mRCD and filipin disrupt choiera toxin internahization
and mBCD blocks the internaiization of E. ccli by macrophages demonstrating
that cholestrol extracting agents are able to disrupt caveolae mediated
internahization (Baorto et aI., 1997; Orlandi and Fishman, 1998). mf,CD exerts
minimal influence on ricin endocytosis which is internahized via a non-ciathrin
pathway (Rodai et al., 1999). The abihity of mBCD to inhibit AMF internaiization
to smooth ER demonstrates that this internahization pathway, similar to that
described for SV4O virus (Kartenbeck et aI., 1989), is flot equivalent to the
clathrin-independent ricin pathway. These data support the existence of two
distinct ciathrin-independent endocytic pathways: a non-clathrin pathway to
endosomes and a caveolae-mediated pathway to smooth ER.
AMF is aise internahized via an acid-inhibited ciathrin-mediated pathway
te a perinuciear endosomai compartment (Benlimame et al., 1998). Whiie the
specificity of this pathway was not previousiy established (Benlimame et al.,
1998), we show here that an excess of unlabeled AMF can inhibit both the
11$
caveolae and clathrin-mediated internalization of bAMF demonstrating that both
pathways are receptor-mediated (Figure 11). The choiecystokinin receptor is
aiso internalized via both ciathrin and caveolae pathways; the caveoiae
internalization pathway delivers the receptor to submembrane vesicles which do
flot internalize further into the celi and which recycle the receptor to the celi
surface (Roefiger et aI., 1995). The AMF-R sequence is highly conserved and
codes fora novel seven-transmembrane domain receptor (Shimizu et al., 1999)
whose activity is pertussis-toxin sensitive (Nabi et al., 1990). Dual pathways of
ligand-receptor internalization may be related to differentïal receptor sensitivity
to motogenic or mitogenic stimuli, as observed forAMF (Sifleffi and Raz, 1993).
Recycling of bAMF to fibronectin fibrils is mediated by the MVB
The abiiity of the 20°C black but flot mRCD to prevent bAMF recycling
demonstrates that clathrin-mediated endocytosis of bAMF to the MVB and flot
caveolae-mediated endocytosis to SER is responsible for bAMF recycling to the
celi surface (Figure 11). Whether the bAMF/AMF-R compiex can recycle from
the smooth ER ta the ceil surface, perhaps in response to a localized signal,
remains to be determined (Nabi, 1999). The identification of the clathrin
dependent bAMF endocytic compartment by electron microscopy as spherical
vesicles containing internai membranes equivalent to multivesicular bodies
(MVBs) (Figure 3) is consistent with the ability to distinguish bAMF positive
endocytic structures from 1fR labeled early endosomes (Gruenberg and
Maxfield, 1995) and LAMP-1 labeled iate endosomes (Geuze et al., 1988;
Griffiths et al., 1988). The MVB is equivalent to the ECV (Gruenberg and
Maxfield, 1995) and the inability of microtubule depolymerization to disrupt
bAMF recycling indicates that the recycling pathway does flot require ECV/MVB
ta late endosome targeting (Gruenberg et al., 1989; Bomsei et al., 1990;
Aniento et ai., 1993). MVBs have previousiy been shown to be the site of
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sotting cf celi surface recyciing of EGF receptor (EGF-R); kinase active EGF-R
is localized to internai membrane vesicies of the MVB while kinase-dead EGF-R
remains on the iimiting membrane cf the MVB and recycles to the celi surface
(Feider et al., 1990). The MVBs labeled for bAMF couid be equivaient to a
sorting endosome at an early stage of maturation which retains recycling abïlity
but aiso presents few internai vesicles (Trowbridge et al., 1993).
Recyciing of bAMF via MVB to the ceil surface delivers the receptor
ligand complex to extracellular fibronectin fibrils and is, to our knowledge, the
first demonstrated recycling pathway of a motility factor receptor to sites of
ECM deposition. In our experiments, NIH-3T3 cells were plated in the absence
of exogenous fibronectin such that the fibronectin observed in these cultures
was necessarily derived from the celis. It ïs flot however clear whether
fibronectin and recycling bAMF are cosecreted. The removal of fibronectin from
areas cf cell-substrate contact and its internalization and recycling have been
proposed ta be involved in the reorganization of the ECM and of cell-substrate
affachments (Avnur and Geiger, 1981; Grinnell, 1986). A portion of the
fibronectin receptor is ïnternalized via clathrin-dependent endocytosis to an
endosomal compartment from which its recycles back to the celI surface (Raub
and Kuentzel, 1989). Recycling of Bi integrin via MVBs and the recycling
compartment has been recently described and proposed to contribute ta ceIl
migration (Ng et al., 1999).
Fibrillar ECM contact sites have been described to form in fibroblasis
(Chen and Singer, 1982) and to be associated with the fibronectin receptor or
Œ5R1 integrin (Chen et al., 1985; Singer et al., 1988). These fibrillar ECM
contact or fibrillar adhesions are enriched in Œ5B1 integrin and tensin and are
distinct from focal contacts which are labeled for vinculin, paxillin and
phosphotyrosine (Zamir et al., 1999). It has been recently reported that
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fibronectin fibrils are formed by the translocation of a5Rl integrin from focal
contacts to the fibrillar ECM contact sites along actin filaments via its
association with tensin, a principal component of these ECM fibrils (Katz et al.,
2000; Pankov et al., 2000; Zamir et al., 2000).
The nature of the association of the AMF/AMF-R compiex with
fibronectin ïs not yet clear, howevet free bAMF was not observed to associate
with fibronectin (not shown). The activated AMF/AMF-R complex may associate
directly with fibronectin or serve as a chaperone to other proteins, such as the
fibronectin receptor, that regulate ceIl adhesion to the ECM. The AMF-R
recycling pathway could function to deliver integrins or fibronectin to
extracellular ceil adhesion sites. AMF activation of its receptor has been shown
to increase adhesion and spreading of metastatic murine melanoma (B16a)
cells on fibronectin due to the up-regulation of surface alIbRi and a5Bl
integrins (Timar et al., 1996). Furthermore, AMF differentially influences the
adhesion, spreading and migration of low and high metastatic murine K1735
melanoma celis on the ECM components fibronectin, laminin and collagen type
IV via alterations of focal contact architecture (Silleffi et al., 1998a). In 10w
metastatic celis, ECM reorganization induced by AMF stimulation has been
suggested to modulate cell motility (Silleffi et al., 1998b). AMF activation of the
AMF-R recycling pathway could be actively involved in the remodeling of the
fibronectin ECM of motile cells by regulating fibril formation or turnover.
Recycling of AMFIAMF-R and ceil motility
The rapid movement of ceils over a substrate requires that an essential
aspect of celi motility must be the directed delivery of the necessary molecular
machinery to the site of pseudopodial extension, a process that must
necessarily implicate the same vesicular trafficking mechanisms implicated in
the polarization of other ceil types (Nabi, 1999). On an AMF substrate, we
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observe the reduction of NIH-3T3 fibroblast motility that is associated with the
inhibition of AMF/AMF-R recycling to fibronectin fibrils but flot with increased
celi adhesion and spreading. In addition, the motility of celis plated on
saturating AMF substrate concentrations remains significantly higher than that
of cells immobilized on polylysine or on 100 pg/cm2 fibronectin indicating that
the AMF substrate is not immobilizing the celI but rather siowing down celi
movement. The AMF coated substrate is therefore not reducing celi motiiity by
enhancing substrate adhesivity but rather due to specific interaction of the
ïmmobilized ligand with its receptor selectively inhibiting the clathrin-dependent
recycling pathway of the AMF/AMF-R complex to celi surface fibronectin fibrils.
A direct relationship between reduction of celi motility and of AMF/AMF-R
recycling was observed. Inhibition cf this recycling pathway is flot a
consequence of reduced ceil motility as cells immobilized on polylysine stili
exhibit efficient recycling of AMF to celi surface fibrils. The clathrin-dependent
AMF/AMF-R recycling pathway is therefore net a determining factor but rather a
limiting factor for cellular dispiacement. AMF-R mediated recycling to sites of
ECM deposition may be a necessary element of the establishment and
stabilization of de novo celI-substrate adhesive contacts during celi movement.
AMF-R function in celi motllity therefote involves signal transduction of a
motility signal as well as internalization and recycling cf its ligand-receptor
complex. Whether AMF/AMF-R recycling to fibronectin fibrils is involved in fibril
formation and/or turnover or rather acts to regulate de novo ceil adhesion to
sites of ECM deposition remains to be determined.
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Figure J: Dual internalization pathways of AMF-R. NIH-3T3 ceils were pulse
Jabeled with 25 pglml bAMF for 60 minutes at 37°C in complete medium (A-C),
in serum-free medium supplemented with 1% ESA and 0.5 mM mBCD (D-F), in
complete medium acidified to pH 5.5 (G-I), or in complete medium
supplemented with a 1 0-fold excess of unlabeled AMF (J-L). After fixation with
methanol/acetone. bAMF was revealed with Texas Red-streptavidin (A, D, G, J)
and AMF-R tubules Iabeled with anti-AMF-R mAb and FITC-conjugated
secondary antibodies (B, E, H, K). FITC and Texas Red confocal images were
merged and colocalization appears in yellow (C, F, I, L). Bar = 10 pm.
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Figure 2: Clathrin-mediated bAMF endocytosis delivers bAMF to a TfR and
LAMP-i negative compariment. NIH-3T3 celis were pulse labeled with 25
pglml bAMF for 15 minutes at 37°C in the presence of 0.5 mM of mBCD and
chased for 30 minutes in complete medium. The ceNs were either tixed with 3%
paraformaldehyde and permeabilized with 0.2% TX-1 00 (A-C) and then double
labeled with Texas-red streptavidin to reveal bAMF (A) and anti-IfR and FITC
conjugated secondary antibodies (B) or fixed with methanol/acetone (D-F) and
double labeled with Texas Red-streptavidin to reveal bAMF (D) and anti-LAMP-1
and FITC-conjugated secondary antibodies (E). Confocal images from both
fluorescent channels were merged (C, F) and colocalization appears in yellow.
Bar= lOpm.
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Figure 3: Electron microscopy of bAMF internalization to the MVBs. NIH
3T3 fibroblasts were pulsed with 25 pg/mI bAMF for 15 minutes at 37°C in the
presence of 0.5 mM of mBCD and chased for 30 minutes in complete medium
(A-D). The Iocalization of bAMF was revealed by postembedding labeling with
streptavidin-nanogold following by silver enhancement. Arrowheads point to
silver particles. Internalized bAMF is predominantly Iocalized to MVBs. N:
nucleus. Bar = 0.5 pm.
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Figure 4: Cointernalization of bAMF wiIh the fluid phase marker FITC
dextran. NIH-313 ceils were pulse Iabeled with 250 pg/mI bAMF and 5 mg/ml
FITC-dextran for 15 minutes at 37°C and either not chased (A-C) or chased for
15 (D-F), 30 (G-I), 60 (J-L) or 120 minutes (M-O). In these representative
confocal images, FITC-dextran labeling (A, D, G, J, M) appears in green in the
merged images (C, F, I, L, O) and AMF labeling (B, E, H, K, N) appears in red in
the merged images (C, F, I, L, O). The arrows point to fibrillar labeling of bAMF.
Bar(M)= lOpm.
A FITC-dextran
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Figure 5: Colocalization of recycling bAMF wïth fibronectin. NIH-3T3 cells
were pulse Iabeled with 25 pg/mI bAMF for 30 minutes and chased for 2 hours
in complete medium (A-F) or flot pulsed with bAMF (G-H). Celi surface
expression was selectively labeled by incubating viable cells at 4°C with Texas
Red streptavidin to detect ceIl surface bAMF (A, C, E) and with antibodies to
fibronectin (B), AMF (D, G), or AMF-R (F, H) and either FlIC (B,D,F,H) or
Texas Red (G) conjugated secondary antibodies. Arrows indicate ceil surface
fibrils. Bar = 20 pm.
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Figure 6: Endocytosed bAMF is delivered to ceil surface fibrils. NIH-3T3
fibroblasts wete pulse labeled with 50 pg/ml bAMF for 30 minutes at 37°C and
were incubated at 4°C for 10 minutes in bicarbonate-free medium without (A,
B) or with 50 pglml unconjugated streptavidin (C, D) effectively quenching the
expression of ceil surface fibrils. Subsequently, ceils were pulse Iabeled with 50
pg/ml bAMF for only 15 minutes at 37°C, quenched with 50 pg/ml of
streptavidin at 4°C for 10 minutes and then chased for 30 minutes at 37°C (E,
F). Viable celis were surface labeled at 4°C for bAMF using Texas Red
streptavidin (A, C, E) and for fibronectin using anti-fibronectin and FITC
conjugated secondary antibodies (B, D, F). Bar = 20 im.
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Figure 7: bAMF recycling to ceil surface fibrils is blocked at 20°C but not
by mfCD. NIH-3T3 ceNs were pulse labeled with 25 pg/mI bAMF for 30
minutes at 37°C (A, B), for 30 minutes at 20°C (C, D), for 3 hours at 20°C (E,
F), or for 30 minutes in the presence of mBCD (G, H). Viable cells were surface
labeled at 4°C for bAMF using Texas Red-streptavidin (A, C, E, and G) and for
fibronectin using anti-fibronectin and FITC-conjugated secondary antibodies (B,
D, F, and H). Bar = 20 pm.
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Figure 8: Microtubule depolymerization does flot prevent bAMF recycling.
NIH-3T3 fibroblasts were pulse labeled with 25 pg/ml bAMF for 30 minutes in
complete medium (A, B) or in complete medium supplemented with 10 pM
nocodazole (C-F). After fixation with methanol/acetone, bAMF was revealed
with Texas Red-streptavidin (A, C) and tubulin with anti-tubulin antibody and
FITC-conjugated secondary antibodies (B, D). Alternatively, ceil surface bAMF
(E) and celi surface fibtonectin (F) were Iabeled by the addition of Texas Red
streptavidin and anti-fibronectin antibodies, respectively, to viable ceils at 4°C
and anti-fibronectin antibod ies revealed by F ITC-conjugated secondary
antibodies (F). Bar = 20 pm.
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Figure 9: Substrate aftached AMF inhibits AMF-R recycling to ceil surface
fïbronectin fibrils. NIH-3T3 celis were plated on Lab-Tek wells that were
either left uncoated (A, B, G, H), coated with 260 pg/cm2 AMF (C, D, I, J) or
coated with 10 pg/cm2 of polylysine (E, F) and then pulse labeled with 25 pg/ml
bAMF for 60 min at 37°C. Viable celis were then celi surface labeled at 4°C
with Texas Red-streptavidin to reveal celI surface bAMF (A, C, E) and anti
fibronectin antibodies (B, D, F, H, J) or with anti-AMF-R antibodies (G, I).
Fibronectin and AMF-R were subsequently revealed with the appropriate FITC
conjugated secondary antibodies. Bar = 20 pM.
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Figure 10: Substrate attached AMF reduces motility but does flot affect
substrate adhesiofl of NIH-3T3 fîbroblasts. A) Celi motility of NIH-3T3 celis
plated on plastic dishes coated with the indicated concentrations cf AMF, BSA,
polylysine, fibronectin or with AMF after precoating with serum containing
medium was measured by videomicroscopy over 13 hours. Motility is expressed
in pm/hr and each value represents the average of at least 30 cells measured in
at least 3 different video sessions. B) Adhesion ot NIH-3T3 celis to microtitre
plate wells coated with the indicated concentrations of AMF, fibronectin,
polylysine, or BSA was measured following a 30 minute incubation at 37°C. C)
Ceil spreading of NIH-313 celis plated on plastic dishes coated with the
indicated concentrations of AMF, BSA, polylysine, or fibronectin was determined
from videomicroscopy images obtained one hour after cell plating by measuring
the the surface area of the celis.
B
b ïÏ iÏ
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Figure 71: Dual pathways 0f AMF/AMF-R internalization.
AMF-AMF-R complex is internalized by a clathrin-independent pathway
mediated by caveolae or caveolae-like structures to smooth ER AMF-R tubules
and by a clathrin-dependent pathway to multivesicular bodies which mediates its
recycling to celi surface fibronectin fibrils. The latter is implicated in celI
m ove ment.
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ARTICLE 3
Caveolïn-1 ïs a negatïve regulator of
caveolae-medïated endocytosïs to
the endoplasmîc retîculum
Le, P.U., G. Guay, Y. Altschuler, and I.R. Nabi, (2002).
J. Biol. Chem. 277:3371-9
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SUMMARY
Caveolae are flask-shaped invaginations at the plasma membrane that
constitute a subclass of detergent-resistant membrane domains enriched in
cholesterol and sphingolipids and that express caveolin, a caveolar coat protein.
Autocrine motility factor receptor (AMF-R) is stably localized to caveolae and the
cholesterol extracting reagent, methyl-B-cyclodextrin, in h ibits its internalization
to the endoplasmic reticulum implicating caveolae in this distinct receptor
mediated endocytic pathway. Curiously, the rate of methyl-R-cyclodextrin
sensitive endocytosis of AMF-R to the endoplasmic reticulum is increased in ras
and abl transformed NIH-3T3 ceils that express significantly reduced levels of
caveolin and few caveolae. Overexpression of the dynamin K44A dominant
negative mutant via an adenovirus expression system induces caveolar
invaginations sensitive to methyl-R-cyclodextrin extraction in the transformed
cells without increasing caveolin expression. Dynamin K44A expression further
inhïbits AMF-R rnediated endocytosis to the endoplasmïc reticulum in
untransformed and transtormed NIH-3T3 celis. Adenoviral expression of
caveolin-1 also induces caveolae in the transformed NIH-313 cells and reduces
AMF-R mediated endocytosis to the endoplasmic reticulum to levels observed in
untransformed NIH-3T3 celis. Cholesterol-rich detergent-resistant membrane
domains or glycolipid rafts therefore invaginate independently of caveolin-1
expression to form endocytosis-competent caveolar vesicles via rapid dynamin
dependent detachment from the plasma membrane. Caveolin-1 stabilizes the
plasma membrane association of caveolae and thereby acts as a negative
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reguator of caveolae-mediated endocytosis of AMF-R to the endoplasmic
reticulum.
I 55
Abbreviations used: AMF: autocrine motility factor; AMF-R: Autocrine motility
factor receptor; bAMF: biotinylated autocrine motitity factor; ER: endopasmic
reticulum; mRCD: methyl-R-cyclodextrin; dynK44A: dynamin-J K44A mutant;
tTA: tetracycline-regulatable chimeric transcription activator.
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INTRODUCTION
Endocytosis via clathrin-coated vesicles represents the best
characterized endocytic pathway however other clath rin-independent endocytic
mechanisms also exist (1-4). The large GTPase dynamin has been shown to
regulate the fission of clathrin-coated pits and expression of the dynamin K44A
(dynK44A) mutant inhibits clathrin-mediated endocytosis (5-7). The dynK44A
mutant does not affect fluid phase endocytosis or the clathrin-independent
endocytic pathway defined by ricin endocytosis indicating that non-clathrin
coated celi surface invaginations can detach from the plasma membrane in the
apparent absence of dynamin-mediated membrane fission (8-1 1). However,
introduction of inhibitory antibodies to dynamin into hepatocytes resulted in the
accumulation of both clathrin-coated vesicles and smooth caveolar invaginations
and inhibited the endocytosis of choiera toxin (12). In endothelial celis, caveolae
budding from isolated membranes was shown to be dynamin dependent and
caveolae shown to contain the molecular machinery necessary for vesicie
budding (13,14). Regulation of caveoiae budding by dynamin identifies caveolae
as endocytosis-competent ceil surface invaginations.
Caveolae or smooth plasmalemmal vesicles were fïrst identified in
endothelial celis and are morphologically identifiable as smooth flask shaped
invaginations of the plasma membrane (15-18). Caveolae are rich in choiesterol
and sphingolipids, disrupted by cholesterol extracting agents, and insoluble in
Triton X-100 and are therefore considered to torm a subclass of cholesterol-rich
detergent-resistant membrane domains or glycolipid rafts (19-22). The caveolins
(caveolin-1, -2 and —3) are cholesterol binding proteins that form a spiral coat on
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the cytoplasmic surface of caveolar invaginations and represent caveoiae
markers (23-25). Caveolar invaginations are flot present in ceils that express
liffle or no caveolin and the reintroduction of caveolin-1 into such celis has been
shown to induce the formation of caveolae implicating caveolin in the
invagination of giycolipid raft microdomains (26-28). Caveoiin-1 expression is
inverseiy proportional to ceil transformation and caveolin-1 has been
characterized as a tumor suppressor gene (27,29-31).
Caveolae have long been proposed to be involved in transcytosis across
the endothelial celi (18,32-34). Caveoiae or raft mediated endocytosis has been
reported for choiera toxin bound GM1 ganglioside, sphingolipids, GPI-anchored
proteins, SV4O, and bacteria, as weii as the endothelin, growth hormone, 1L2
and autocrine motility factor (AMF) receptors (35-46). Autocrine motility factor
receptor (AMF-R) is a seven transmembrane domain receptor Iocalized at
steady state ta caveolae and the smooth endoplasmic reticulum tER) that
follows an endocytic pathway sensitive ta cholesteral extraction with methyl-R
cyclodextrin (mBCD) via caveolae ta the smooth ER (43,44,47-49). Using AME
as a marker for this caveolae-mediated endocytic pathway, we show that
caveolar invaginations and caveolar vesicles mediate AMF-R endocytosis in ras
and abi transformed NIH-3T3 ceNs that express liffle caveolin and few caveolae.
Adenoviral expression of the dominant negative dynK44A mutant or of caveolin
1 has aliowed us ta demonstrate that: 1) even when caveolin ieveis are
significantly reduced or absent, caveolae form and rapidly bud from the plasma
membrane to form caveoiar vesicles that target the ER; and 2) caveoiin-1
15$
regulates this endocytic pathway by stabilizing caveolae expression at the
plasma membrane thereby siowing down the internalization of caveolar vesicles.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES
Antibodies, reagents and celis
Monoclonal rat antibody against AMF-R was used in the form of
concentrated hybridoma supernatant (50). Rabbit anti-caveolin antibody was
purchased from Transduction Laboratories (Mississauga, ON), mouse anti-c
myc from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), and mouse anti
hemaggiutinin (HA) was a gift from Luc Desgroseillers (Department cf
Biochemistry, Université de Montréal). HRP, FITC and gold-conjugated
secondary antibodies from Jackson lmmunoresearch Laboratories (West Grove,
PA). Rabbit phosphohexose isomerase (referred to as AMF) was purchased
from Sigma (Oakville, ON) and biotinylated with NHS-LC-biotin (Pierce,
Rockfotd, IL) according to the manufacturer’s instructions. Nanogold
streptavidin and the HQ silverTM Enhancement Kit were purchased from
Nanoprobes, Inc. (Stony Brook, NY). M(CD, poly-L-lysine, propidium iodide
were purchased from Sigma.
An NIH-3T3 fibroblast clone (43) and H-Ras and v-abl transformed NIH
3T3 cells (29) were grown in complete medium consisting of DME
supplemented with 10% calf serum, non-essential amino acids, vitamins,
glutamine, and a penicillin-streptomycin antibiotic mixture (Canadian Life
Technologies, Burlington, ON). Treatment of ceils with 5 mM mRCD was
per[ormed as previously described (44).
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Virai infection
Recombinant adenoviruses expressing the tetracycline-regulatable
chimeric transcription activator (tIA), HA-tagged and dynK44A, and myc-tagged
caveoiin-1 under the control of the tetracyciine-regulated promoter were as
previousiy described (5 1-53). To enhance infection rates, viral stocks of the tTA
and dynK44A or caveolin-1 adenoviruses were diluted in 320 pI steriie PBS and
pre-incubated with 72 pI of 1 pg/ml polyiysîne for 30 minutes at room
temperature. infection with oniy the tTA adenovirus was used as a control. 2.5 X
untransformed, ras-transformed or abl-transformed NIH-3T3 ceils were
plated on 10 cm dishes for 10 hours and rinsed once with PBS before addition
of the adenovirus polylysine mixture in 3 ml serum-free media for one hour at
37°C. After removal of the adenovirus mixture, the cells were rinsed twice with
serum free media and then incubated for 36 hours in reguiar culture media. For
the EM studies, infection rates of the three celi unes were determined by
immunofluorescence labeling with anti-HA or anti-myc antibodies and viral titers
were used that resulted in greater than 75% infection rates. The rate of infection
was determined in paraliel for each experiment and infection with only the tIA
adenovirus was used as a control. Where indicated, ceNs coinfected with tTA
and dynK44A adenoviruses were then treated with 5 mM mRCD for 90 minutes
prior to fixation.
Electron microscopy
Ail three ceii types were pulsed with bAMF for the indicated times,
processed for eiectron microscopy and bAMF reveaied with nanogoid
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streptavidïn followed by silver enhancement as previously described (44). For
the double labeling with anti-AMF-R or polyclonal anti-caveolin antibodies,
bAMF was first revealed with streptavidin-nanogold and silver amplification and
then the sections were labeled with the primary antibodies following by the
appropriate gold-conjugated secondary antibodies. The sections were
contrasted with uranyl acetate and lead citrate and examined in a Zeiss
CEM9O2 electron microscope. In the absence of nanogold-streptavidin labeling,
silver particles due to non-specïfic silver enhancement were not observed.
For the quantification cf internalized bAMF, the number of silver particles
Iocalized to ER, endosomes, and mitochondria were counted and the surface
area of the indicated organelles measured using a Sigma Scan measurement
system. ER labeling included both ribosome studded rough ER profiles as well
as morphologically identified smooth ER (43,47-49). To ensure that the smooth
membranous organelles were not early endosomes, only smooth membrane
bound structures wider than 75 nm and longer than 200 nm were considered to
be ER tubules. Similarly, smooth caveolar invaginations and clathrin coated
vesicles within 100 nm of the plasma membrane were counted per unit
membrane (43). The average and standard error from 36 images obtained from
two separate experiments are presented. Alternatively, bAMF expression at the
plasma membrane, in endosomes and in the ER, and caveolin expression at the
plasma membrane (including membrane invaginations) and in morphologically
identifiable smooth caveolar invaginations were quantifled from celis incubated
with bAMF and Iabeled with streptavidin nanogold and silver amplification
followed by anti-caveolin antibodies and l2nm gold-conjugated anti-rabbit
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secondary antibodies by postembedding immunoelectron microscopy. For each
experiment, 25 intact ceil profiles were counted.
FACS Analysis
Ceils were detached from the dish with EDIA, resuspended in
bicarbonate-free medium supplemented with 25 mM Hepes and 5% calf serum.
The ceils were then incubated with anti-AMF-R antibodies at 4°C for 1 hour,
washed three times with cold media, incubated with FITC-conjugated anti-rat
lgM at 4°C for 1 hour, washed three more times with cold media and then twice
with PBS. The ceNs were then incubated with 0.5 pg/ml with propidium iodide for
10 minutes at 4°C. CeIl associated fluorescence intensity was analyzed on a
Beckman FACScan. Ceils stained for propidium iodide were discarded from the
analysis and ceil surface AMF-R expression determined only on intact ceils.
Immunoblot
Ceils cultured at approximately 70% confluency were sctaped, Iysed and
sonicated in lysis buffer containing 1% SDS, 5 mM EDTA and protease
inhibitors. Protein content was assayed using the BCA protein assay (Pierce,
Rockford, Illinois ) and 40 pg of protein were separated by SDS-PAGE and
blotted onto nitrocellulose paper. The blots were blocked with 5% milk in PBS
CM, incubated with rabbit anti-caveolin antibody together with mouse anti-HA
and then with HRP-conjugated anti-rabbit and anti-mouse secondary antibodies.
The iabeied bands were reveaied by chemiluminescence and exposed to
preflashed Kodak XRP-1 film.
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RESULTS
Caveolae-mediated endocytosis of AMF-R to the ER
In NIH-3T3 ceils, AMF-R is Iocalized to smooth caveolar invaginations
and is endocytosed via a mRCD sensitive caveoiae-mediated pathway to the
smooth ER tubuies defined by AMF-R expression (43,44). In order to specificaiiy
assess the specific role cf caveolae in this endocytic route, endocytosis cf
biotinylated AMF (bAMF) was foilowed in ras and abi transformed NIH-3T3 celis
that exhibit significantly reduced expression of caveolae and caveolin (29).
Following a 60 minute bAMF pulse at 37°C, endocytosed bAMF detected by
nanogold labeling and silver amplification was iocalized to smooth and rough 1ER
tubules of NIH-3T3 and ras and abi transformed NIH-3T3 cells (Figure 1).
Endocytosis of bAMF to multivesicular bodies (MVBs) was also detected in ail
three celi unes (Figure 1) as previously reported in NIH-3T3 cells (44). Double
labeling of the celis for bAMF (nanogold and silver amplification) and for AMF-R
(12 nm goid) by electron microscopy confirmed that bAMF is deiivered to AMF-R
positive ER tubu les in ail three celi types (Figure 2). AMF-R labeling of rough 1ER
tubuies appears to be qualitatively increased in the ras and abi transformed
NIH-3T3 cells relative to untransformed NIH-3T3 celis. Previous quantitative
studies have shown that the predominant distribution of AMF-R at steady state
is to smooth ER tubuies in MDCK, NIH-3T3 and HeLa ceiis, aithough significant
labeling cf rough ER tubules was obsenied in MDCK cells (43,47). For the
purpose cf this study the rough and smooth ER were not morphoiogicaiiy
distinguished.
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Quantification of bAMF labeling cf the ER, endosomes and mitochondria
(see Materials and Methods for details) showed increased bAMF internalization
to the ER in ras and abi transformed ceils compared to control NIH-3T3 ceils
(Figure 3 A). Clathrin-dependent endocytosis to endosomal structures (44) was
detected at similar levels between the three ceil types. Non-specific labeling cf
mitochondria and control labeling performed in the absence of endocytosed
bAMF are aise presented. The significantly reduced expression of caveolae and
caveolin in the transformed NIH-3T3 celi unes does flot therefore prevent
endocytosis of bAMF to the ER.
Kinetic analysis of bAMF endocytosis to the ER in the three ceil unes
showed that the rate of accumulation of bAMF in the ER was equivaient in the
ras and abi transformed NIH-3T3 ceils and approximately twofold greater than
that in untransformed NIH-3T3 celis (Figure 3 B). Over the two hour time course
of the experiment, delivery of bAMF to the ER was maintained and not saturabie
in the three oeil unes. FACS analysis showed that celi surface expression of
AMF-R is reduced following transformation of NIH-3T3 celis (Figure 3 C)
although total AMF-R expression as determined by immunoblot was equivalent
or increased in ras and abi transformed NIH-3T3 ceils, respectively, compared
to untransformed NIH-3T3 celis (data not shown). The increased rate cf delivery
cf bAMF to the ER is therefore net a consequence of increased receptor
expression at the plasma membrane but rather due te rapid receptor recycling.
Incubation cf NIH-3T3 ceils with 5 mM mBCD selectiveiy blccks bAMF
endocytosis te the ER but net the clathrin-dependent endccytosis cf bAMF te
multivesicular endosomes (44). As can be seen in Figure 3 A, mRCD aise
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blocks bAMF delivery to the ER in both untransformed and ras and abi
transformed NIH-3T3 ceils without significantly affecting bAMF endocytosis to
endosomes. High concentrations (10 mM) of mRCD have been shown to biock
clathrin-dependent endocytosis (54,55) however the iack of an effect on the
clathrin-dependent endocytosis of bAMF to endosomes serves as an internai
control demonstrating that at the 5 mM concentration used, mfCD is seiectively
inhibiting the caveoiae-Iike pathway of bAMF to the ER. The abiiity of mfCD to
inhibit bAMF endocytosis to the ER in ras and abi transformed NIH-3T3 celis
confirms the similar nature of this pathway in the three ceil unes.
The caveolar distribution of AMF-R is based on the EM localization of
AMF-R to smooth piasmalemmal invaginations and ïts partial colocalization wïth
caveolin by immunofluorescence labeling (43). To ensure that the smooth
invaginations to which AMF-R is Iocaiized are indeed caveolin positive and
therefore correspond to accepted definitions of caveolae, NIH-3T3 ceils were
double labeled by postembedding EM for bAMF (nanogold and siiver
amplification) and caveolin (12 nm gold particles) (Figure 4A) or for AMF-R (12
nm gold particies) and caveolin (18 nm gold particles) (Figure 4B). Both bAMF
and AMF-R positive invaginations are labeled for caveolin.
Adenovirat expression of dynK44A induces caveolae and inhibits AMF
endocytosis
Infection of N!H-3T3 ceils with an adenovirus expressing the dynK44A
mutant enhanced our ability to identify double Iabeled caveolae. NIH-3T3 celis
expressing this mutant show numerous caveolin-positive caveolae at the plasma
membrane (Figure 4 C-H) including those exhibiting the typical long neck
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assocïated with dynamin inhibition (Figure 4 G) (12). Caveolae double labeled
for caveolin and either bAMF (Figure 4 C, E) or AMF-R (Figure 4 D, F, H) are
readiiy detected. bAMF ïs therefore localized with its receptor to caveolae in
NIH-3T3 ceNs.
Ras and abi transformed NIH-313 ceNs exhibit significantiy fewer
caveolae relative to NIH-3T3 ceNs (Figure 5 A, B), as reported previousiy (29),
and introduction of the dynK44A mutant by adenoviral infection (51 ,52) into ras
and abi transformed NIH-3T3 ceils induced the expression of numerous smooth
invaginations morphologically similar to caveolae (Figure 5 C-I). Treatment cf
dynK44A infected ras and abi transformed NIH-313 ceils with mRCD prior to
fixation resulted in the complete absence of smooth caveolar invaginations
(Figure 5 K, L), as observed for uninfected celis (Figure 5 A, B). The caveolar
invaginations induced by dynK44A are therefore sensitive to cholesterol
depletion and represent a cholesterol-rich membrane domain or ciass cf
giycolipid rafts. Quantification of the expression cf caveolae and clathrin coated
pits in uninfected and dynK44A infected celis demonstrated the significantiy
increased expression per p.m membrane of morphological caveolae but flot of
clathrin coated pits in ail three ceil types (Figure 6).
Adenoviral expression cf dynK44A biocked both the clathrin-dependent
endocytosis of bAMF to endosomes and the caveolae-iike pathway to the
smooth ER (Figure 7 A). Expression of the tTA adenovirus alone did not
influence either of the AMF endocytic pathways indicating that inhibition cf AMF
endocytosis is specifically due to expression of the dynK44A mutant and flot to
adenoviral infection (Figure 7 B). Dynamin-mediated budding of caveolar
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vesicles from the plasma membrane therefore regulates AMF-R endocytosis to
the ER.
In order to ensure that dynK44A expression is not inducing caveolin
expression and thereby affecting the expression of caveolae, we quantified
plasma membrane associated caveolin labeling by postembedding
immunoelectron microscopy cf whole celi profiles. As presented per pm
membrane in Figure 6, the number of caveolar invaginations per cell is
dramatically reduced in ras and abi transformed ceils and dynK44A expression
induces the stable expression cf a large number cf smooth caveolar
invaginations (Figure 8 A). Caveolin labeling associated with the plasma
membrane including caveolae (Figure 8 B) or specifically with caveolae (Figure
8 C) is significantly reduced in ras and abl transformed N1H-3T3 ceils relative to
untransformed N1H-3T3 ceils. Expression cf dynK44A does not affect total
plasma membrane associated caveolin expression (Figure 8 B) indicating that
increased expression of caveolin or its increased recruitment to the plasma
membrane is not responsible for the dynK44A mediated induction of smooth
caveolar invaginations. A slight increase in caveolin labeling of caveolar
invaginations is observed in ail three cell lines (Figure 8 C) but is minimal
relative to the increased number of caveolae expressed (Figure 8 A).
immunobiot analysis reveals that caveciin expression in the ras and abl
transformants remains significantly below that in NiH-3T3 ceils even after
adenoviral expression cf HA-tagged dynK44A (Figure 9). Expression cf
dynK44A has not therefore induced the formation of caveolar invaginations by
increasing caveolin expression levels.
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Adenoviral expression of caveolin-1 negatively regulates AMF endocytosis to the
ER
Infection of the three ceil types with tTA and caveolin-1 adenoviruses induces
increased levels of caveolin-1 expression significantly above those in uninfected NIR
313 cells (figure 9). As previously reported (27), the reintroduction of caveolin-1 into
ras and abi transformed NIH-313 celis induces numerous caveolae at thc plasma
membrane (figure 10) that are morphologically indistinguishable from the caveolae
induced by dynK44A infection (Figure 5). Quantitatively, a dramatic increase in
caveolae expression and in anti-caveolin labeling at both the plasma membrane and in
caveolae was observed in ras and abi infected celis such that caveolae and caveolin
levels were equivalent to or greater than those of uninfected NIH-3T3 celis (figure 11 A.
B, C). Infection ofNIH-3T3 ceils with the caveolin-1 adenovirus induced lesser (1.5-2
fold) increases in the number of caveolae and in caveolin expression at the ccli surface
(figure Il A, B, C). Caveolin-1 overexpression in the transformed celis reduced hAMF
endocytosis to the ER to levels comparable to uninfected NIH-3T3 ceils but did not
affect bAMF intemalization to endosomes; the increased expression of caveolin-1 in
NIH-3T3 ceils also selectively decreased bAMF endocytosis to the ER (figure 11 D, E).
0f particular intcrest, the reintroduction of caveolin-1 into ras and abi transformed NIH
3T3 celis was associated with the accumulation of bAMF within celi surface caveolae
(figure J] f). Overexpression of caveolin-1 therefore reduces caveolae-mediated
intemalization of bAMF identifying caveolin-1 as a negative regulator of caveolae
mediated endocytosis.
169
DISCUSSION
Caveolae mediated endocytosis to the ER
The AMF/AMF-R endocytic pathway to the ER represents the first
identified receptor-mediated endocytic pathway that delivers its ligand to an ER
subdomain via caveolae. Inhibition of AMF endocytosis to the ER by both mRCD
and dynK44A distinguishes this pathway from the clathrin-independent pathway
(9,10,54) and defines at least two distinct non-clathrin endocytic pathways.
SV4O is also internalized via cefl surface caveolae to the smooth ER (41,46,56-
58). Internalization of SV4O to the ER is significantly slower (4-6 hours) (41) than
that observed for AMF-R and identity between the two pathways remains to be
established. If identical, the fact that a cellular receptor, AMF-R, is delivered via
caveolae to the ER suggests that SV4O bas flot induced a novel endocytic
pathway but bas rather co-opted a preexisting one.
Caveolin is flot necessary for caveolar invagination and budding of
caveolar vesicles
The caveolae-mediated endocytic pathway of AMF-R to the ER is stili
present in ras and abl transformed NIH-313 ceils that exhibit reduced levels of
caveolin and caveolae. Overexpression in these ceils of the dynK44A dominant
negative mutant using an adenoviral expression system induces the expression
of morphologically identifiable caveolae and inhibits AMF-R endocytosis to the
ER confirming previous reports that dynamin regulates the budding and
endocytic function of caveolae (12,13). The smooth caveolar invaginations
formed in dynK44A infected ras and abi transformed NIH-3T3 celis are not
enriched for caveolin yet are stili sensitive to cholesterol depletion with mRCD.
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In ceils that express limited amounts of caveolin, cholesterol-rich detergent
resistant membrane domains or glycolipid rafts invaginate to form caveolae that
rapidly give rise to endocytosis-competent vesicles such that caveolae are
visible only when budding is inhibited. Caveolin is not essential for caveolae
invagination or endocytosis and, indeed, the endocytic potential of cholesterol
rich detergent-resistant membrane domains or glycolipid rafts in the absence of
caveolin is quite significant. Glycolipid rafts are therefore dynamic endocytic
structures (59) that upon invagination and budding from the plasma membrane
are equivalent, if only transiently, to the morphological definition of caveolae.
The absence of caveolae at the plasma membrane does not preclude the
presence of a caveolar endocytic pathway.
The induction of caveolae by caveolin expression in caveolin-minus ceils,
as described here and in other reports (26-28), is due to the stabilization of
caveolae by caveolin at the plasma membrane, permiffing their visualization by
electron microscopy of fixed samples, as previously suggested (43). Caveolin
association with rafts may modify their functional properties by regulating the
protein and lipid composition of individual plasma membrane microdomains
(19,21). Distinct dominant-negative caveolin mutants differentially affect SV4O
endocytosis and ras signaling and suggests that caveolin may act to regutate
caveolae function and endocytosis by controlling the cholesterol content of
glycolipid rafts and perhaps caveolar vesicles (58).
Dur study therefore demonstrates that morphological flask-shaped
caveolae form independently of caveolin-1 expression. lndeed, the term
caveolae was invoked long before the identification of caveolin (15).
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Nevertheless, since few caveolae are visualized at the plasma membrane in the
absence of caveolin, stably expressed caveoiae are necessarily caveolin
associated and caveolin is therefore a reliable marker for caveolae expression.
The caveolin-1 knockout mouse is viable and the phenotype relatively minor
suggesting that if caveolae function is essential for deveIopment and survivai of
the organism, it is not dependent on caveolin-1 expression (6061).
Furthermore, whïle caveolae expression was dramatically reduced in the
caveoiin-1 knockout mice, a few caveolar invaginations were stiil identified (61).
Caveolin is a negative regulator of caveolae internalization
Similar to the AMF endocytosis to the ER reported here in ras and abi
transformed NIH-3T3 celis, prior studies have also reported the internalization of
choiera toxin, CPI anchored proteins or the interleukin 2 receptor via non
ciathrin cholesterol-dependent pathways in celis that do flot express caveolin
(42,45,62). The significant overexpression of caveolin-1 obtained using
adenoviral infection significantly reduced but did flot completely inhibit AMF
internalization (Figures 11 D) indicating that caveolin-1 stabilization of caveolae
at the plasma membrane slows but does flot prevent caveolae-mediated
end ocytos is.
Caveolae-mediated endocytosis in endothelial celis that express
significant amounts of caveolin-1 is weII documented (63). Although caveolin-1
knockout mice did flot exhibit altered serum albumin levels (61), lung endothelial
ceils of caveolin-1 knockout mice exhibit reduced albumin uptake (64) and
reintroduction of caveolin-1 into caveolin-1 knockout fibroblasts induced albumin
internalization (60). Internalization of albumin by gp6O or albondin requires gp6O
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activation and interaction with caveolin-1 and albumin endocytosis was
disrupted by caveolin-1 overexpression which resulted in the sequestration of
Gai preventing gp6O activation (34). Caveolin-1 expression and association with
caveolar domains may regulate flot oniy their rate of internalization but aiso
select the cargo that follows this endocytic route.
lt is possible that ail glycoiipid raft dornains, currently defined
biochemically, can invaginate to form caveolar vesicles. However, it is more
iikely that different classes of rafts exist with differential abilities to invaginate
and bud from the plasma membrane and to form functionally distinct caveolar
vesicles. For instance, caveolae and raft domaïns mediate both endocytosis to
the ER (41,43,44,46) and to endosomes and the Golgi (35-37,59,65,66) and in
endothelial celis, distinct caveolar vesicle populations have been shown to
mediate transcytosis 0f albumin and insulin (67).
Caveoiin-1 is shown here to be a negative regulator of caveolar
endocytosis that acts to slow detachment of caveolar vesicles from the plasma
membrane Reduced caveolin-1 expression is associated with different forms of
cancer in vivo and decreased caveolin-1 expression in vitro is associated with
ceil transformation and tumorigenicity identifying caveolin-1 as a tumor
suppressor gene (27,29,30,53,68-71). The increased rate of internalization of
AMF-R to the ER in transformed NIH-313 celis corresponds to decreased
surface expression of AMF-R suggesting that in ceils lacking caveolin-1, AFv1F-R
is rapidly transiting the plasma membrane. Similarly, FACS analysis of B16
melanoma and K1735 fibrosarcoma metastatic variants reported decreased ceil
surface AMF-R expression in the high metastatic variants (72). It is therefore
173
conceivable that decreased expression of caveolin-1 resuits in the
destabilization cf AMF-R celi surface expression and the deregulation cf AMF-R
traffic. Ihe weII-characterized association of AMF-R expression with tumor
malignancy (73-79) implicates this caveolae-mediated endocytic pathway in
AMF-R function in tumor celi motility and metastasis
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Figure 1. AMF is internalized to the ER in ras and abi transformed NIH-3T3
celis. NIH-3T3 (A), NIH-ras (B) and NIH-abl (C) ceils were pulse labeled with
biotinylated AMF (bAMF) for 60 minutes at 37°C. Postembedding labeling with
streptavidin-nanogold and silver amplification revealed bAMF Iocalization to ER
tubules as well as to MVBs. Arrowheads indicate ER tubules and arrows MVBs.
Bar = 0.2 !lm.
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Figure 2. Endocytosed bAMF colocalizes with AMF-R in ER tubules. NIH
313 oeIls (A, B) as well as ras (C, D) and abl (E, F) transformed NIH-313 cells
were pulse labeled with bAMF for 60 minutes at 37°C. bAMF was first revealed
by streptavidin nanogold and silver amplification following by the labeling of
AMF-R tubules with anti-AMF-R antibodies and 12 nm gold conjugated anti-rat
IgM secondary antibodies. Arrowheads indicate bAMF labeling and arrows AMF
R labeling. Bar = 0.2 1im.
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Fig. 3. Increased rate 0f AMF-R endocytosis to the ER in ras- and abi
transformed celis. A, NIH-3T3 (white bars) or ras (gray bars)- and abi (black
bars)-transformed NIH-3T3 ceils were pulsed with bAMF for 60 min at 37 °C in
the absence or presence of mPCD. bAMF was revealed by postembedding
labeling with nanogold-streptavidin and silver amplification. The numerical
density of silver particles associated with the ER, endosomes, and mitochondria
was determined from 36 images L12,000) from two different experiments for
each condition. Control values in the absence of a bAMF pulse are presented.
The results are presented as a ratio of the number of silver particles to the
surface area of each organelle (±S.E). The data shows that bAMF targeting to
the ER is selectively inhïbited by mPCD. B, quantitative analysis of AMF delivery
to the ER after 30-, 60-, and 120-min incubation with bAMF at 37 00 in NIH-3T3
(circles), N 1H-ras (squares), and NIH-abl (triangles) ceils. ER-associated silver
particles were counted from 25 intact ceIl profiles, and the data represent the
average per celi profile. C, FACS analysis of AMF-R celI surface expression in
untransformed and ras- and abl-transformed NIH-3T3 cells shows that AMF-R
celi surface expression is decreased followîng celi transformation. The data are
presented as relative fluorescence intensity in percentage compared with NIH
3T3 cells.
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Figure 4. bAMF and AMF-R are Iocalized to caveolin-positive caveolae.
NIH-3T3 (A, B) or NIH-3T3 ceils infected with dynK44A (C-H) were pulse Iabeled
with bAMF for 60 minutes at 37°C. Postembedding labeling with nanogold
streptavidin and silver amplification first revealed the localization of bAMF to
caveolae and then caveolin distribution was determined using polyclonal anti
caveolin antibodies and 12 nm gold conjugated anti-rabbit secondary antibodies
(A, C, E, and G). Double labeling for AMF-R and caveolin was per[ormed by first
adding anti-AMF-R and anti-caveolin primary antibodies following by 12 nm gold
conjugated anti-rat lgM and 18 nm gold conjugated anti-rabbit secondary
antibodies respectively (B, D, F and H). In A, C, E, and G, the arrows indicate
caveolin and the arrowheads bAMF. In B, D, F, and H, the arrows indicate AMF
R and the arrowheads caveolin. Bars = 0.2 im.
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Figure 5. Expression of dynK44A induces caveolae in ras and abi
transformed NIH-3T3 ceils. Ras (A, C, F, G, I, K) and abi (B, D, E, H, J, L)
transformed NIH-3T3 cells, either uninfected (A, B) or expressÏng dynK44A via
adenoviral infection (C-L) were pulse labeled with bAMF for 60 minutes at 37°C.
Plasma membrane profiles show the dramatically increased expression of
smooth caveolar invaginations in the dynK44A infected cells (C-l) relative to
uninfected cells (A, B). DynK44A infected ras and abi transformed NIH-3T3 celis
pretreated with 5 mM mRCD for 90 minutes prior to fixation exhibited no
caveolar invaginations (K, L). Postembedding labeling with streptavidin
nanogold and silver amplification revealed bAMF localization to caveolar
invaginations (E, F, G, H) and to clathrin coated vesicles (H, J). Bar = 0.2 pm.
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Fig. 6. Quantitative analysis of caveolae and clathrin-coated vesicles at
the plasma membrane following dynK44A infection. The number of
morphologically identifiable caveolae (A) and clathrin-coated vesicles (B) per
micron of plasma membrane length was determined for untransformed and ras
and abl-transformed NIH-3T3 ceils either uninfected (white bars) or expressing
dynK44A via adenoviral infection (black bars). The increase in the number 0f
caveolae expressed in dynK44A-infected NIH-3T3 celis was significant (p < JO
3)
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Fig. Z. DynK44A blocks endocytosis of biotinylated AMF to both the ER
and endosomes. Untransformed NIH-3T3 (white bars) and ras (gray bars)- or
abi (black bars)-transformed NIH-3T3 celis wete infected with the tTA and
dynK44A adenoviruses and then pulsed with bAMF for 60 min at 37 OC (A).
bAMF was revealed by postembedding labeling with nanogold-streptavidin and
silver amplification. The numerical density of silver particles and the surface area
of the ER, endosomes, and mitochondria were determined from 36 images
L12,000) from two different experiments for each condition. Control labeling
was measured in the absence of added bAMF. Infection with the tTA adenovirus
alone did not affect the internalization of bAMF (B). The resuits are presented as
the ratio of the number of silver particles to the surface area of each organelle
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Fig. 8. Expression of caveolin at the plasma membrane is flot increased
following dynK44A infection. Quantification of the number of morphologicafly
identifiable caveolae (A), caveolin labeling at the plasma membrane (including
smooth caveolar invaginations) (B), and caveolin labeling specific ta smooth
caveolar invaginations (C) was determined for 50 complete celI profiles from
anti-caveolin-labeled EM grids for untransformed and ras- and abl-transformed
NIH-313 cells either uninfected (white bars) or expressing dynK44A via
adenoviral infection (black bars). The data were obtained from twa distinct
experiments and represent the average per celI profile.
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Fig. 9. Caveolin expression levels following dynK44A and caveolin-f
adenovirus infection. Celi lysates from NIH-3T3, and ras- and abl-transformed
NIH-3T3 ceils were separated by SDS-PAGE, and the blots were probed with
antibodies to either caveolin or the HA tag of dynK44A, as indicated. Caveolin
expression levels are significantly reduced in ras- and ab/-transformed NIH-3T3
relative to untransformed NIH-313 ceils and are flot affected in dynK44A-
expressing celis. However, in caveolin-1-infected ceils, caveolin expression is
significantly increased in the three ceil unes.
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Figure 10. Expression of caveolin-1 ïnduces the formation of caveolae in
ras and abi transformed NIH-3T3 ceils. NIH-313 (A, B), ras (C, D) and abl (E,
F) transformed NIH-3T3 ceils, either uninfected (A, C, E) or expressing caveolin
1 via adenoviral infection (B, D, F) were pulse labeled with bAMF for 60 minutes
at 37°C. Postembedding labeling with nanogold-streptavidin and silver
amplification fïrst revealed the localization 0f bAMF to caveolae and then
caveolin distribution was determined using anti-caveolin polyclonal antibodies
and 12 nm gold conjugated anti-rabbit secondary antibodies. Plasma membrane
profiles of ras and abl transformed NIH-3T3 cells show the dramatically
increased expression of caveolae in the caveolin-1 infected celis (D, F) relative
to uninfected cells (C, E). Bar = 0.2 pm.
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Fig. 11. Caveolin-1 expression induces caveolae formation and down
regulates bAMF endocytosis to the ER. Untransformed and ras- or abi
transformed NIH-3T3 cells wete either flot infected (white bars) or infected with
the tTA (gray bars) or with the tTA and caveolin-1 adenoviruses (black bars) and
then pulsed with bAMF for 60 min at 37 °C. Control ceNs were flot pulsed with
bAMF (dotted bars). Postembedding tabeling of bAMF was first revealed with
nanogold-streptavidin and silver amplification, and then caveolin was revealed
using anti-caveolin polyclonal antibodies and 12-nm gold-conjugated anti-rabbit
secondary antibodies. Quantification cf the number cf caveolae at the plasma
membrane (A), caveolin labeling at the plasma membrane (including caveolae)
(B), caveolae-associated caveolin labeling (C), bAMF endocytosis ta the ER (D)
or ta endosomes (E), and bAMF labeling cf caveolae (F) was determined for
50 complete celi profiles obtained from twa distinct experiments. The data
presented represents the average per celi profile (±S.E.).
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SUMMARY
Internalization of autocrine motility factor (AMF) to the endoplasmic
reticulum is sensitive to the choiesterol extracting reagent methyl-R-cyciodextrin,
inhibited by the dynamin-1 K44A mutant, and negativeiy reguiated by caveoiïn-1
defining a caveolae-mediated endocytic pathway (Le et ai, J. Bioi. Chem.
277:3371-9, 2002). Similarly, we show here that endocytosis of choiera toxin
(CTX) in N1H-3T3 fibroblasts is inhibited by adenoviral expression cf the
dynamin-1 K44A mutant but oniy partialiy by expression of the clathrin hub.
Treatment with methyl-R-cyclodextrin and overexpression cf caveoiin-1 but flot
the clathrin hub selectiveiy diminishes CTX endocytosis to the Golgi apparatus
but flot te endosomes. CIX is therefore targeted via a caveoIin-1 regulated
caveoiae-mediated pathway te the Goigi. Disruption of Golgi, caveosome or
endosome mediated trafficking with brefeldin A, nocodazoie or a 20°C
temperature biock, respectiveiy, inhibit CTX endocytosis te the Golgi but do net
affect AMF deiivery to the endcplasmic reticuium. Foiiowing an incubation cf
oniy five minutes in the presence cf the ciathrin hub, AME and CIX are net
ccinternalized and AMF is deiivered te the AMF-R positive smceth ER. The
internaiization cf both iigands is nevertheless sensitive te the tyrosine kinase
inhibiter genistein, confirming that they are both internalized via caveolae/raft
pathways. Two distinct caveelae-mediated endecytic pathways therefore exist
including a novel direct pathway te the ER frem the plasma membrane.
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INTRODUCTION
CaveoIae are smooth invaginations of the plasma membrane first
described in endothelial ceils (Palade, 1953; Yamada, 1955). They represent a
subdomain of glycolipid rafts, choesteroI- and sphingolipid-rich membrane
domains that are specificaliy associated wïth the cholesterol-binding caveohn
proteins (Anderson, 1998; Galbiati et ai., 2001; Kurzchalia and Parton, 1999).
The endocytosis of choiera toxin (CTX) bound GM1 gang lioside and SV4O to the
Golgi and endoplasmic reticulum (ER) was originally affributed to caveolae
based on morphologicai grounds f Kartenbeck et aL, 1989; Montesano et al.,
1982; Parton et al., 1994; Tran et al., 1987). The use of cholesterol-sensitivity,
dynamin-dependence and clathrin-independence has expanded the repertory of
caveolae/raft endocytic Iigands to inciude sphingolipids, GPI-anchored proteins,
the autocrine motility factor (AMF), endothelin, growth hormone, and 1L2
receptors, as weB as bacteria (Benhimame et ah., 1998; Lamaze et ah., 2001; Le
et al., 2000; Le et aL, 2002; Lobie et al., 1999; Nichols et al., 2001; Okamoto et
al., 2000; Pelkmans et aI., 2001; Puri et al., 2001; Shin et al., 2000; Sukumaran
et aI., 2002).
However, in hippocampal neurons, CTX bound to GM1 is found in
detergent insoluble membranes at the ceil surface but CTX endocytosis was
blocked by inhibitors of clathrin-dependent endocytosis and not by filipin or
mF3CD (Shogomori and Futerman, 2001a). MMCD rather bhocks the choiesterol
dependent delivery of CTX from endosomes to the Golgi apparatus (Shogomori
and Futerman, 2001b), as previously reported for GPI-anchored folate receptor
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(Mayor et al., 1998). These studies therefore describe a clathrin-dependent,
endosome-mediated pathway for CIX to the Golgi. Ihey further indicate that
cholesterol-sensitivity is flot necessarily an indicator of caveolae or raft-mediated
internalization to the Golgi.
Both clathrin- and caveolae/raft-dependent endocytosis are dynamin
dependent. The fact that expression of mutant dynK44A inhibited only 40-50% of
CIX uptake in HeLa ceNs and that neither fihipin nor caveolin-1 overexpression
inhibited CIX internalization in confluent CaCo-2 cells led to the suggestion that
CIX could also follow the dynamin-insensitive non-clathrin pathway. However, in
human skin fibroblasts and in subconfluent CaCo-2 cells, cholesterol disrupting
agents inhibit CTX internalization while agents that inhibit clathrin-dependent
endocytosis, such as chlorpromazine and potassium depletion, do not affect
CIX endocytosis. Depletion of membrane cholesterol prevents CTX entry into
the ceils, transport to the Golgi and induction of chloride secretion. Furthermore,
inhibition of dynamin function by either dynK44A expression or microinjection of
anti-dynamin antibodies has been shown to qualitatively inhibit CTX
endocytosis. These data from multiple studies in multiple cell types argue
strongly for a role of caveolae in the internalization of CIX. However, a single
study in a single cell type demonstrating the clathrin-independent, dynamin
dependent, cholesterol-sensitive, caveolae-med iated endocytosis of CTX has
yet to be performed.
CTX delivery to the Golgi apparatus in Cos-7 cells is filipin-sensitive but
flot blocked by inhibition of clathrin-dependent endocytosis with the epsl5
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mutant or of endosome function with a rab5 mutant identifying a cholesterol
sensitive non-endosomal pathway for CTX to the Golgi apparatus (Nichols et al.,
2001). CTX is delivered instead to a caveolin-l-GFP positive, transferrin
receptor (TfR) negative endocytic intermediate prior to delivery to the Golgi
implicating caveolae in this pathway (Nichols, 2002). Similarly, SV4O had
previously been shown to be internalized to the ER via a caveolin-1-GFP
positive intermediate, named the caveosome (Pelkmans et aI., 2001). SV4O
delivery via caveolae to the caveosome is associated with tyrosine kinase
activation, the breakdown of actin filaments and the recruitment of dynamin II
while passage from the caveosome to the ER is blocked by treatment of the
ceils with nocodazole and is therefore microtubule-dependent (Pelkmans et al.,
2001; Pelkmans et al., 2002). The recent demonstration that BFA and a 20°C
temperature block as well as mutants of arfi and sarl and antibodies to B-cop
block both SV4O internalization and infectivity as well as the internalization cf
CTX suggests that both caveolar ligands follow a similar internalization route
(Norkin et aI., 2002; Richards et al., 2002). While a role for the Golgi apparatus
in SV4O delivery to the ER remains to be established (Kartenbeck et al., 1989;
Norkin et al., 2002; Pelkmans et al., 2001; Richards et al., 2002)\, SV4O and
CIX would appear to follow a similar, if flot identical, pathway via the
caveosome to the ER.
We have previously defined the caveolae-mediated endocytosis cf AMF
te the ER based on its sensitivity to mRCD, its inhibition by the dynamin-l K44A
mutant (dynK44A) and its negative regulation by overexpression of caveolin-J
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(Benhimame et al., 1998; Le et al., 2000; Le et aI., 2002). AMF-R is Iocalized to a
smooth ER subdomain and we have no evidence from multiple EM studies that
AMF-R is Iocalized to the Golgi or that endocytosed AMF traverses the Golgi
(Accola et al., 2002; Benhimame et al., 1998; Benlimame et al., 1995; Le et al.,
2002; Wang et aI., 1997; Wang et al., 2000). In order to compare the caveolae
mediated endocytosis of AMF and the retrograde pathway of CTX via the Goigi
to the ER, we first undertook to define the endocytic pathway of CTX in NIH-3T3
fibroblasts. We show here that in NIH-3T3 cells, 80% of CTX uptake is blocked
by adenoviral expression of the dynK44A mutant but that inhibition of clathrin
dependent endocytosis with the dominant-negative hub fragment of the clathrin
heavy chain has only a limited effect on CTX endocytosis. MRCD treatment and
overexpression of caveohin-1 selectively reduce CTX endocytosis to the Golgi
apparatus but flot to endosomes. In NIH-3T3 fibroblasts, the majority cf CTX is
therefore internalized via a caveolae-dependent mechanism to the Golgi with a
minor part targeted via a clathrin-dependent mechanism to the endosome. 0f
particular interest is the fact that while brefeldin A (BFA), nocodazole or a 20°C
temperature block inhibit CTX delivery to the Golgi apparatus, they do flot affect
AMF dehivery to the ER. Furthermore, while genistein inhibits the caveolae/raft
mediated endocytosis cf both CTX and AME to the Golgi and smooth ER,
respectively, after five minutes cf endocytosis in the presence cf the clathrin hub
the two Iigands do not cointernahize and AMF is targeted, apparently directly, to
the AMF-R labeled smooth ER. The caveolae-mediated endocytic pathway of
AMF is therefore distinct from that of CTX and SV4O. Two caveolae-mediated
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endocytic pathways therefore exist targeting eithet the Golgi or the ER from the
plasma membrane.
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MATERIALS AND METHODS
Antibodies, reagents and ceNs
Monoclonal rat antibody against AMF-R was used in the form cf
concentrated hybridoma supernatant (Nabi et al., 1990). Mouse anti-GM13O,
polyclonal anti-caveolin antibody was purchased from Transduction Laboratories
(Mississauga, ON), mouse anti-TfR from Zymed Laboratories Inc. (San
Francisco, CA), mouse anti-T7 tag from Novagen (Madison WI), and mouse
anti-c-Myc from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Mouse anti
hemagglutinin (HA) was a gift from Luc Desgroseillers (Department of
Biochemistry, Université de Montréal). Alexa 488, 568 and 647 conjugated
secondary antibodies and anti-FITC antibody were purchased from Molecular
Probes (Eugene, OR) and rhodamine-red-X anti-rat IgM and Texas Red anti
mouse secondary antibodies from Jackson lmmunoresearch Laboratories (West
Grove, PA). MRCD, BFA, nocodazole, genistein poly-L-Iysine, FITC-conjugated
B-subunit of CTX, tetramethylrhodamine conjugated transferrin (Rh-Tf) and
rabbit phosphohexose isomerase (referred to as AMF) were purchased from
Sigma (Oakville, ON) and the Alexa 594 conjugated B-subunit of CTX was
purchased from Molecular Probes. AMF was conjugated to fluorescein with the
Fluorescein-EX protein labeling kit (Molecular Probes) according to the
manufacturer’s instructions.
An NIH-3T3 fibroblast clone (Benhimame et aI., 1998) was grown in
complete medium consisting of DME supplemented with 10% calf serum, non-
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essential amino acids, vitamins, glutamine, and a penicillin-streptomycin
antibiotic mixture (Invitrogen Canada Inc., Burlington, ON).
Viral infection
Recombinant adenoviruses expressing the tetracycline-regulatable
chimeric transcription activator (tTA), HA-tagged wild-type dynamin-1, HA
tagged dynK44A mutant, T7-tagged clathrin hub and myc-tagged caveoiin-1
under the control of the tetracycline-regulated promoter were as previously
described (Altschuler et al., 1998; Altschuler et al., 1999; Le et al., 2002; Zhang
et al., 2000). To enhance infection rates, viral stocks of the tTA and the indicated
adenoviruses were diluted in 100 pI sterile PBS and pre-incubated with 18 pI of
1 pglml polylysine for 30 minutes at room temperature. 50,000 NIH-3T3 ceils
were plated on 35 mm dishes for 10 hours and rinsed once with PBS before the
addition of the adenovirus/polylysine mixture in 0.7 ml serum-free media. The
cells were then incubated with the adenoviruses for one hour at 37°C. After
removal of the adenovirus mixture, the ceils were rinsed twice with serum-free
media and then incubated for 36 hours in regular culture media. For the
immunofluorescence studies, viral titres were used such that 25-50% of the cells
were infected, as indicated. For some experiments, the degree of infection with
the clathrin hub adenovirus was assessed by labeling paraformaldehyde fixed
cells on parallel coverslips with monoclonal anti-T7 tag antibodies to ensure that
at least 90% of the ceils expressed the clathrin hub.
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Immunofluorescence
NIH-3T3 ceNs were incubated with 5 pg/ml FITC-CTX alone or
concubated with 5 pg/ml FITC-CTX and with 15 pglml Rh-Tf for 30 minutes at
37°C, washed five times with culture medium and fixed with 3%
paraformaldehyde and permeabilized with 0.2% Triton X-100. Alternatïvely, ceils
were incubated with 50 pg/mI of AMF-FITC alone or coincubated with 5 pg/ml
Alexa 594-CTX at 37°C for the indicated time, washed five times with culture
medium and then fixed with precooled (-80) methanol/acetone (Le et aI., 2000).
The ceNs were then Iabeled for GM130, TfR, AMF-R, caveolin, T7, Myc or HA
tags with appropriate primary antibodies and Alexa 568 or 647 conjugated
secondary antibodies, as indicated. Celi surface FITC-CTX labeling was
performed by incubating the ceils at 4°C wïth 5 pg/ml FITC-CTX in bicarbonate
free DMEM-Hepes containing 0.5% BSA (cold DMEM) for 30 minutes
(Benlimame et al., 1998). The ceils were then rinsed 3 times with cold
DMEM/Hepes/BSA, fixed with 3% paraformaldehyde and permeabilized with
0.2% Triton X-100 prior to labeling for the appropriate tags as described
previously. Where indicated, ceNs were pretreated for 30 minutes at 37°C with 5
mM mRCD (Le et al., 2002), 10 ig/ml BFA, 10 i.tM nocodazole, or 100 jig/ml
genistein and the drugs were maintained during incubation with the endocytic
Iigands. AMF-FITC endocytosis at 20°C was performed in bicarbonate free
DMEM-hepes containing 0.5% BSA. Fluorescently labeled celis were visualized
with a Leica TCS-SP1 confocal microscope using 63X or 100X Planapochromat
objectives.
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b quantify endocytosis of FITC-CTX and Rh-Tf, fluorescence intensity
within the perinuclear region of the ceil was quantified from confocal images with
Northern Eclipse imaging software (Empix Imaging, Mississuaga, Ontario). CeH
surface FITC-CTX was quantified by measuring the fluorescence intensity cf the
entire ceil. Specific FITC-CTX internalization to the Golgi or endosomes and
AMF-FITC internalization to smooth ER tubules were quantified using Northern
Eclipse mask overlay software (Empix Imaging) as previously described (Wang
et al., 2000). The intensity of FITC-CTX labeled pixels within a mask region
defined by either the GM13O labeled Golgi or TfR labeled endosomes was
determined relative to total cellular FITC-CTX labeling. Due to the complex
paffern of endocytosed AMF, including multivesicular bodies and fibronectin
fibrils in addition to the AMF-R labeled smooth ER (Le et al., 2000), the absolute
intensity of AMF-FITC labeled pixels within a mask region defined by smooth ER
AMF-R labeling was measured. Each measurement represents the
quantification cf at least 30 cells from three distinct experiments.
2)0
RESULTS
CTX is internalized via caveolae to the Golgi apparatus in NIH-3T3 celis
Following incubation at 37°C for 30 minutes, FITC-CTX is internalized by
NIH-3T3 fibroblasts to the perinuclear region. Double labeling with antibodies
against either the TfR or the Golgi marker GM13O shows that FITC-CTX is
delivered to both recycling endosomes and the Golgi apparatus (Fig. lA-F).
Infection of ceils with adenoviruses coding for the dynK44A mutant blocked the
internalization of FITC-CTX and the clathrin-specific internalization of Rh-Tf (Fig.
1G-J). FITC-CIX is therefore predominantly internalized in NIH-3T3 fibroblasts
via dynam in-dependent clath rin- or caveolae/raft-med iated pathways.
Quantitative analysis shows that dynK44A mutant expression significantly
inhibits both FIIC-CIX and Rh-Tf endocytosis to the perinuclear region (>80%)
while the dynamin wild type exhibits no effect (Fig. 2A). Clathrin hub expression
inhibits >75% of Rh-Tf endocytosis and <25% of FITC-CTX endocytosis while
caveolin-1 overexpression does not affect Rh-Tf endocytosis but inhibits >60%
of the endocytosis of FITC-CTX. To ensure that infection 0f NIH-3T3 ceils with
the various adenoviruses did not affect FITC-CTX binding to celi surface GM1,
cefl surface binding of FITC-CTX at 4°C was quantified in non-infected and
infected ceils. As shown in Fig. 2 B, ceils infected with the various adenoviruses
did not present a reduction of celi surface FITC-CTX labeling (Fig. 2B) indicating
that infection with the various adenoviruses did not affect accessibility of
exogenous FIIC-CIX to celi surface GM1. A significant increase (p<0.05) in celi
surface labeling was observed following infection with dynK44A consistent with
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its ability to inhibit both the caveolae- and clathrin-mediated endocytosis of
FITC-CTX. In NIH-3T3 ceils the majority of FITC-CTX is therefore internalized
via a caveolin-dependent pathway and a minor portion via a clathrin-dependent
pathway.
Caveolae-mediated endocytosis of CTX selectively targets the Golgï and
flot endosomes
Treatment of NIH-3T3 ceNs with 5 mM mRCD resulted in the significantly
increased celi surface binding of FITC-CTX, evidently due to the release of
sequestered GM1 from closed caveolae, but did not inhibit the endocytosis of
FITC-CTX or Rh-Tf to endosomes (Fig. 3A-F). In confocal sections obtained with
a reduced pinhole (0.6 Airy units) to exciude the ïncreased ceil surface FlIC
CTX labeling from the image, internalized FIIC-CTX exhibited extensive
colocalïzation with Rh-Tf positive endosomes (Fig. 3G,H,K). Within the crowded
perinuclear region, the GM13O-Iabeled FITC-CTX-unlabeled Golgi could be
clearly seen to intercalate between FIIC-CTX and Rh-If positive endosomes
(Fig. 3J,L). Golgi delivery of CTX is therefore significantly reduced in the
presence of mBCD.
We subsequently infected cells with the caveolin-1 adenovirus and
assessed FITC-CIX delivery to either the GM13O labeled Golgi or 1fR Iabeled
endosomes. In caveolin-1 overexpressing ceils, identified with a polyclonal anti
caveolin antibody, delivery of FIIC-CIX to the Golgi was significantly reduced
(Fig. 4A-D). Perinuclear FITC-CIX was Iocalized predominantly to TfR positive
endosomes that were flot Iabeled for caveolin while peripheral FITC-CTX
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abeIing colocalized extensively with caveolin, apparently at the ceil surface (Fig.
4E-]). Using mask overlay image analysis software (Wang et aI., 2000), we
quantified the delivery of FITC-CTX to either GM13O positive Golgi or TfR
positive endosomes in caveolin-1 infected and in uninfected ceNs. Caveolin-1
overexpression resulted in a significant reduction (—50%) in the delivery cf FlIC
CTX to the Golgi but did flot affect delivery of FITC-CTX to endosomes (Fig. 4K,
L). The fact that caveolin-1 overexpression selectively reduces CIX delivery to
the Golgi but not transferrin-positive endosornes provides direct evidence for s
caveolae-mediated endocytic pathway to the Golgi apparatus.
To confirm that CTX internalization to the Golgi is caveolae-mediated,
FIIC-CTX was added to NIH-3T3 celis infected with the clathrin hub adenovirus
(Fig. 5). Five minutes after its addition, FIIC-CTX colocalizes extensively with
caveolin and after 30 minutes, FIIC-CTX is associated predominantly with the
Golgi apparatus. The fact that the clathrin hub only blocks a minor portion of
CTX endocytosis (Fig. 2) together with its inability to inhibit CIX delivery to the
Golgi demonstrates clearly that in NIH.-3T3 cells, the majority of CIX is targeted
via a clathrin-independent, caveolin-regulated pathway to the Golgi apparatus.
Caveolae mediate distinct endocytic pathways to the Golgi and ER
AMF-R is a marker for a mitochondria-associated smooth ER subdomain
(Benlimame et al., 1998; Benlimame et al., 1995; Wang et aI., 1997; Wang et al.,
2000) and in NIH-3T3 ceils, AMF-R is specifically iocalized to smooth and flot
rough ER tubules (Benhimame et aI., 1998). We have previously reported, using
quantitative electron microscopy, that caveolin- 1 overexpression red uces the
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caveolae-mediated endocytosis of AMF to the ER in N 1H-313 fibroblasts as weII
as in ras and abl-transformed NIH-3T3 fibroblasts that express lifte caveolin-1
(Le et al., 2002). Quantification using a mask overlay assay revealed a
42.0±2.4% reduction in AMF-FIIC delivery to the AMF-R Iabeled smooth ER in
NIH-3T3 fibroblasts that overexpress Myc-tagged caveolin-1 (Fig. 6). These
resufts are equivalent to those previously obtained by quantitative EM (Le et al.,
2002). The tubular distribution of the AMF-R Iabeled smooth ER, a reflection of
its interaction with mitochondria, can be disrupted by ilimaquinone or low
cytosolic calcium (Wang et al., 1997; Wang et al., 2000). In caveolin-1 infected
cells, the AMF-R tabeled smooth ER exhibits a more diffuse distribution (Fig. 6B,
arrow) suggesting that regulation of caveolae-mediated endocytosis to this ER
subdomain may influence the extent of its association with mitochondria. The
fact that overexpression of caveolin-1 reduces the internalization of AMF to the
ER and of CTX to the Golgi demonstrates that they are both mediated by a
similar caveolae-based endocytïc mechanism.
Entry of CTX is sensitive to BFA (Donta et aI., 1993; Lencer et aI., 1993;
Morinaga et aI., 2001; Nambiar et aI., 1993; Orlandi et aI., 1993) and BFA has
recently been shown to prevent delivery 0f CTX to the Golgi but not to
endosomes (Richards et aI., 2002). In cells treated with nocodazole, SV4O entry
is blocked at the level of the caveosome and it is not delivered to the ER
(Pelkmans et al., 2001). Furthermore, a 20°C temperature block and BFA
treatment inhibit early entry steps of SV4O preventing its delivery to the ER
(Norkin et aI., 2002; Richards et aI., 2002). As seen in Fig. 7, BFA treatment of
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NIH-3T3 fibroblasts inhibits FITC-CTX delïvery to the fragmented Golgi but flot
to endosomes (Fig. ZA-F). In contrast, BFA does not affect AMF-FITC delivery to
the AMF-R labeled smooth ER (Fig. 7G-I). In the presence of nocodazole, FlIC
CIX is flot present in the Golgi apparatus although extensive colocalization is
observed with caveolin and with TfR (Fig. 8A-H). In contrast, AMF-FITC is
delivered efficiently to the smooth ER in the presence of nocodazole as welI as
at 20°C (Fig. 81-N).
The ability of BFA, nocodazole and a 20°C block to inhibit the targeting 0f
CIX to the Golgi but not of AMF to the ER indicates that caveolae internalized
Iigands can follow distinct intracellular targeting pathways. To determine whether
the sorting of caveolae-internalized CIX and AMF occurred at the plasma
membrane or intracellularly, clathrin hub infected NIH-313 celis were incubated
with AMF-FITC and A1exa594-CTX for only 5 minutes (Fig. 9A-F). Essentially no
colocalization between the two caveolar Iigands could be detected and,
interestingly, internalized AMF colocalized with AMF-R labeled smooth ER
tubules. After 30 minutes, while CTX is colocalized predominantly to the Golgi
apparatus, internalized AME remains colocalized with the smooth ER and is
excluded from the Golgi (Fig. 9G-J). AMF and CIX would therefore appear to be
segregated at the plasma membrane into different caveolae-mediated
internalization pathways. b reconfirm that caveolae truly mediate delivery of
both CIX to the Golgi and AMF to the smooth ER, we treated the ceils with
genistein, a tyrosine kinase inhibitor that inhibits the caveolae-mediated
endocytosis of SV4O and the transcytosis of albumin across the endothelial cell
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(Pelkmans et aI., 2002; Tiruppathi et aI., 1997). As seen in Fig. 10, in the
presence of genistein, CIX delivery to the Golgi but flot ta 1fR positive
endosomes was inhibited, confirming that CIX delivery to the Goigi is caveolae
mediated. Genistein also inhibited the delivery, detected after 5 minutes
incubation, of AMF-FITC to the smooth ER (Fig. 1 0G-L).
DISCUSSION
Caveolae mediate CTX endocytosis to the Golgi apparatus
The ability of dynK44A expression ta inhibit essentially ail CIX
endocytosis demonstrates that it is predominantly internalized via dynamin
dependent clathrin- and caveolae-mediated pathways in NIH-3T3 celis (Figs 1,
2). Adenoviral expression of the clathrin hub (Altschuier et al., 1999) only slightly
reduces CTX uptake indicating that a minor proportion of CIX is entering NIH
3T3 ceNs via the clathrin-dependent pathway. The differential inhibition of CTX
endocytosis by dynK44A and the clathrin hub demonstrates clearly that in NIH
3T3 fibroblasts, the majority of CTX is internalized via a caveolae/raft pathway.
While we cannot exclude the possibility that some CTX is endocytosed via the
dynamin-independent non-clathrin pathway (Torgersen et al., 2001), it is
necessarily a relatively minor route for CIX entry in NIH-3T3 celis. Dur ability ta
inhibit CIX endocytosis with the dynK44A mutant may be due to superior
dynK44A expression levels obtained using adenoviral infection.
Treatment of NIH-3T3 cells with mRCD selectively inhibited CTX delivery
ta the Golgi but not to transferrin-positive endosomes (Fig. 3). While these
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resu Its could be explained by intracellular mBCD inhibition cf CIX delivery te the
Golgi from the endosome (Mayor et al., 1998; Shogomori and Futerman, 2001b),
overexpression cf caveolin-1 (Fig. 4) and treatment with genistein (Fig. 10), an
inhibitor cf caveolae-mediated endocytosis (Pelkmans et al., 2002; Tiruppathi et
al., 1997), aIse selectively ïnhibit Golgï delivery but flot endosomal delivery cf
CTX. Caveolin-1 overexpression affects neither the ceil surface expression of
GMI nor the endocytosis of CIX to endosomes and is therefore not reducing
Golgi delivery 0f CTX by reducing clathrin-mediated endocytosis te the
endosome. These data provide direct evidence for the existence cf a caveclae
mediated endocytic route te the Golgi and are consistent with and support
previous studies describing the caveolae-mediated endocytosis cf CIX to the
Golgi (Nichols, 2002; Nichols et al., 2001). CTX can therefore be endocytosed
via both caveolae- and clathrin-mediated pathways. Differential rates of clathrin
or caveolae-mediated endocytosis and differential affinities of GM1 for
endocytosis-competent raft demains may influence the choice cf endocytic
pathway of CIX in different ceil types.
Caveol in-J and caveolaelraft mediated endocytosis
In celis expressing caveolin-1-GFP, a caveolin-positive endocytic
intermediate, the caveosome, has been implicated in caveolae-mediated
endocytosis, including that cf both CIX and SV4O (Mundy et aI., 2002; Nichols,
2002; Parton et al., 1994; Pelkmans et al., 2001). In our study, expression cf
perinuclear caveolin-positive, TfR-negative vesicular structures was observed,
particularly after caveolin-1 overexpression, and some were positive for
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internalized CTX. CeII-associated CTX exhibited significant colocalization with
caveolin-1, primarily to peripheral ceil surface regions but also to some
perinuclear structures (Figs 4, 5). It was however difficuit to ascertain whether
these caveolin-positive structures are indeed intracellular endocytic vesicles and
potentially equivalent to caveosomes.
The reduced endocytosis cf CTX in caveolin-î expressing ceNs
corroborates our previous report of the negative regulation by caveolin-1 of the
caveolae-medïated delivery of AMF to the ER (Le et al., 2002). As reported for
the ER delivery ofAMF in ras and abi transformed NIH-313 celis expressing littie
caveolïn (Le et at, 2002), CIX ïs internalized via a cholesterol-sensitive raft
pathway in CaCo-2 ceNs that do not express caveolin (Orlandi and Fishman,
1998). Furthermore, reduction of caveohn-1 levels using RNAI did not affect the
internalization cf CIX to the Golgi (Nichols, 2002). Ihe fact that the caveolae
mediated endocytosis of AMF and CIX to the smooth ER and Golgi,
respectively, occurs independently of caveolin-1 expression argues that
caveolae- and raft-mediated endocytosis are essentially equivalent processes
defined by cholesterol sensitivity, tyrosine kinase activation, dynamin
dependence and regulation by caveolin-1.
The role of caveolin-1 as a negative regulator cf caveclae/raff-mediated
endocytosïs is consistent with recent reports describing the immobilization cf
caveolin-1 at the ceN surface (Pelkmans et al., 2002; Thomsen et al., 2002).
Caveolin-1 expression may serve to stabilize the mobility of raft domains in and
out of the plane of the membrane. The role of caveolin-1 as a regulator and flot
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as an essential component of the caveolae/raft endocytic machinery does flot
question its importance in defining thïs endocytic pathway. Caveolin-1 remains a
critical determinant of caveolae/raft mediated endocytosis as either a negative
regulator of caveolae budding from the plasma membrane, a recruiter of cargo
to endocytic caveolar domains, or as a component of caveolae-specific
endosomal intermediates.
Existence of two dïstïnct caveolaeiraft-mediated pathways
BEA and a 20°C incubation, ctassic inhibitors of CTX delivery to the Golgi
(Donta et al., 1993; Lencer et al., 1993; Morinaga et al., 2001; Nambiar et al.,
1993; Nichols et al., 2001; Orlandi et al., 1993; Richards et al., 2002), also inhibit
SV4O endocytosis (Norkin et al., 2002; Richards et al., 2002). We further show
here that nocodazole treatment, shown to prevent SV4O endocytosis past the
caveosome (Pelkmans et al., 2001), also prevents CTX delivery to the Golgi.
SV4O targeting to the ER may follow a similar retrograde pathway of CTX via the
caveosome and potentially the Golgi apparatus before delivery to the ER.
In contrast to CIX endocytosis to the Golgi and SV4O delivery to the ER,
neither BFA, nocodazole or a 20°C incubation prevent the caveolae-mediated
delivery of AMF to the ER (Figs 7, 8). Furthermore, following incubations of both
5 and 30 minutes in the presence of the clathrin hub, the vast majority of AMF
and CTX did not colocalize (Fig. 9). AMF is therefore internalized via a caveolae
mediated endocytic route distinct from that of either CTX or SV4O. The fact that
AMF could be detected in AMF-R positive smooth ER tubules after only 5
minutes argues strongly that this pathway is a direct pathway to the ER. We
219
have no evidence for the involvement cf a caveolin-positive vesicular
intermediate in the endocytosis cf AMF. Since nocodazole does not inhibit AMF
delivery to the ER, any such endosomal intermediate would necessarily be
distinct from the caveosome that mediates SV4O endocytosis (Pelkmans et al.,
2001). Distinct endosomal populations are apparently targeted by clathrin, non
clathrin, and caveolar vesicles (Nichols, 2002; Pelkmans et aL, 2001;
Sabharanjak et aL, 2002). The demonstration here that caveolae-derived
vesicles can target different organelles shows that intracellular targeting in
endocytosis is more complex than one vesicle-one endosome.
The functïonal significance cf an alternate, apparently direct endocytic
pathway to the ER remains to be determined. Such a pathway could potentially
be involved in the recovery of Golgi or ER proteins mistargeted to the plasma
membrane or in the targeting of proteins for degradation in the ER. Caveolin
redistrïbutes to the ER in the presence of cholesterol oxidase (Conrad et al.,
1995) and cholesteryl ester is transported to the ER from the plasma membrane
(Uittenbogaard et al., 2002), however these pathways appear to be non
vesicular and distinct from the endocytic pathway of AMF-R. AMF-R is localized
to a mitochondria-associated subdomain of the smooth ER whose association
with mitochondria is calcium-dependent (Wang et aL, 2000). A direct endocytic
pathway to this smooth ER subdomain may function to maintain its integrity and
functionality. The IP3R is also localized to caveolae and smooth ER (Fujimoto et
al., 1992; Ross et al., 1989; Sharp et al., 1992) implicating these two organelles
and any interaction between them in the regulation cf calcium homeostasis.
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The existence of two caveolae-mediated endocytic pathways necessarily
implies the existence of distinct endocytosis-competent caveolae populations at
the ceil surface (Maxfield, 2002). AMF and CTX may be either segregated in
different caveolae/raft domains at the plasma membrane or their segregation
may occur upon internalization of these domains. In endothelial cells of the rete
mirabel, aibumin and insulin were localized to distinct caveolae populations
demonstrating the segregation cf caveolar endocytic cargo (Bendayan and
Rasio, 1996). The existence of distinct rafts and segregation of raft components
has been demonstrated by the distribution of GM1 to the uropod and GM3 to the
lamellipodia of migrating T lymphocytes (Gomez-Mouton et aI., 2001).
Furthermore, immunoisolation techniques have allowed the separation of
caveolin-1 positive rafts from caveolin-1 negative rafts suggesting the existence
cf at least iwo, and potentially multiple, distinct classes of rafts at the plasma
membrane (Badizadegan et al., 2000: Matveev and Smart, 2002: Riddell et al.,
2001; Stanetal., 1997).
The composition of raft domains is necessarily a determinant of their
endocytic potential. As shown here for CTX and previously for AMF (Le et al.,
2002), caveolin-1 is a regulator of caveolae/raft endocytosis that may act to
segregate endocytic and non-endocytic raft domains. However, the caveolin-1
independent internalization of CIX (Nîchols, 2002; Orlandi and Fishman, 1998),
AMF (Le et al., 2002) and the 1L2 receptor in lymphocytes (Lamaze et aI., 2001),
argues that regutation of caveolae/raft-mediated endocytosis is necessarily more
complex than just caveolin. The ability of SV4O to induce a signaling cascade
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that regulates its internalization demonstrates a role for ligand binding and
receptor-mediated signal transduction in the induction of caveolae invagination
and internalization (Pelkmans et aI., 2002). While common denominators of
caveolae/raft-mediated endocytosis include cholesterol-sensïtivity, dynamin
mediated internalization, tyrosine kinase activation and regulation by caveolin-1,
other factors may sort cargo to diverse plasma membrane caveoiae/raft
domains, segregate endocytic cargo within caveolae/raft domains and regulate
the invagination and intracellular targeting of caveolae/raft derived caveolar
vesicles.
)y)
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Fig. f. DynK44A inhibits CTX internalization into endosomes and the Golgi
apparatus. FITC-CTX internalized for 30 minutes at 37°C (A,D) is Iocalized to
both endosomes Iabeled for TfR (B) and the Golgi apparatus Iabeled for GMI3O
(E). The merged confocal images present FITC-CTX in green (C,F) and TfR (C)
or GM13O (F) in red and colocalization in yellow. Alternatively, NIH-3T3 ceils
were infected with both the tTA and dynK44A adenoviruses (G-J), and after 36
hours, the celis were coincubated with FITC-CTX (H) and Rh-Tf (I) for 30
minutes at 37°C prior to fixation. HA-tagged dynK44A-infected celis (arrows)
were identified by posifixation labeling with anti-HA antibodies followed by
A1exa647 anti-mouse secondary antibodies (G). The merged confocal image
presents FITC-CTX in green, Rh-Tf in red and colocalization in yellow (J).
Dramatic reduction in CTX and Rh-Tf internalization was observed in the
dynK44A expressing ceil. Bar, 20 pm.
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Fig. 2. Caveolae mediate CTX endocytosis. FITC-CTX (empty bars) and Rh-Tf
(filled bars) were endocytosed for 30 minutes at 37°C in ceils infected with wild
type dynamin, dynK44A, clathrin hub and caveolin-1 adenoviruses. Endocytosis
into the perinuclear region was quantified in uninfected celis and in infected celis
identified (as indicated) by postfixation Iabeling for the appropriate epitope
marker. The degree of endocytosis s presented as the percentage of
fluorescence intensity relative to uninfected control cells (A). Celi -surface FITC
CIX binding at 4°C was quantified in the adenovirus-infected cells and is
presented as the percentage of fluorescence intensity relative to uninfected
control cells (B). The data represent the average of three different experiments
(±s.e.m.). The ability of dynK44A, but not the clathrin hub, to inhibit CIX
endocytosis together with its reduction in caveolin-1 infected celis demonstrates
the existence of a caveolae-mediated CIX endocytic pathway.
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Fig. 3. MBCD blocks CIX delivery to the Golgi but flot to endosomes. NIH-313 celis
were either lefi untreated (A-C) or pretreated with 5 mM of mBCD (D-L) for 30 minutes
then pulse labeled with FITC-CTX (A,D,G) and Rh-Tf (B,E,H) for 30 minutes at 3 7°C.
Images presenting FIIC-CTX intemalization in the absence or presence of mBCD (A,D)
were obtained using the same acquisition parameters. A smaller pinhole (0.6 Airy units)
and increased zoom (G-L) were used to assess the overlap between intemalized FlIC
CTX (G), Rh-If-labeled endosornes (H) and the GM13O-labeled Golgi apparatus (I).
Merged confocal images present FIIC-CIX in green and either Rh-Tf in red (C,F,K) or
GM13O in red (L) and colocalization in yellow. A triple merge shows FIIC-CIX in
green, Rh-Tf in red and GM13O in blue (J). In mI3CD-treated ceils, celi-surface FlIC-
CIX labeling is significantly increased, and CIX is stili intemalized with transferrin to
endosomes but not to the Golgi. Bars: A-F in F, 20 jim; G-L in L, 8 Jlm.
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Fig. 4. Caveolin-1 overexpression negatively regulates CTX internalization to the
Golgi apparatus but flot to endosomes. NIH-3T3 celis were infected with the tTA
and caveolin-1 adenoviruses and after 36 hours pulse labeled with FITC-CTX
(A) for 30 minutes at 37°C prior to fixation. Celis were then triple labeled with
anti-caveolin antibodies and Alexa 568 anti-rabbit antibodies (B) and anti
GMI3O and Alexa 647 anti-mouse antibodies (C). The infected celi is indicated
by an arrow, and the merged confocal image (FITC-CTX in green and GMI3O in
red) shows reduced FITC-CTX internalization to the Golgi in the caveolin-1-
infected celi (D). lncreased zoom of a caveolin-1-overexpressing celi (E-J)
shows internalized FITC-CTX (E) and posifixation caveolin (F) and TfR (G)
labeling. Merged confocal images present TfR in green and caveolin in red (H)
and FITC-CTX in green and either caveolin (I) or TfR (J) in red. Quantification by
mask overlay of FITC-CTX internalization to the GMI 30-positive Golgi (K) or to
TfR-positive endosomes (L) shows that in ceils overexpressing caveolin-1, FITC
CIX delivery to the Golgi apparatus is reduced. Bars: A-D in D, 20 pm; E-J in J,
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Fig. 5. CIX endocytosis in clathrin-hub-expressing ceils. NIH-3T3 ceils infected
for 36 hours with the tTA and clathrin hub adenoviruses were incubated at 37°C
with FIIC-CIX for 5 (A-D) or 30 minutes (E-H). The distribution of FIIC-CIX
was visualized directly (A,E) and post-fixation labeling with anti-caveolin (B,F)
and anti-GM13O (C,G) antibodies revealed with the appropriate Alexa-568- and
Alexa-647-conjugated secondary antibodies, respectively. Merged confocal
images (D,H) present FITC-CTX in green, caveolin in red and GM13O in blue.
After five minutes of endocytosis, CTX is primarily associated with caveolae and
with time accumulates in the perinuclear region, where, after 30 minutes, it
colocalizes extensively with the Golgi apparatus. Bar, 8 pm.
oFig. 6. Caveolin-1 overexpression reduces delivery of AMF-FITC to the smooth
ER. NIH-3T3 celis were infected with the tIA and caveolin-1 adenoviruses and
after 36 hours pulse Iabeled with AMF-FITC for 60 minutes at 37°C prior to
fixation. AMF-FITC was revealed with rabbit anti-FITC followed by Alexa 488
anti-rabbit antibodies (A) and the smooth ER Iabeled with anti-AMF-R mAb
followed by Alexa 647-anti-rat lgM antibodies (B). The caveolin-1-
overexpressing ceN (arrow) was detected with anti-c-Myc antibodies followed by
Texas-Red anti-mouse antibodies (C). The merged confocal image presents
AMF-FITC in green, the AMF-R-Iabeled smooth ER in red and colocalization in
yellow (D). Quantification of AMF endocytosis to AMF-R-positive smooth ER
tubules (E) shows that caveolin-1-expressing celis exhibit a significant decrease
in the caveolae-mediated endocytosis of AMF. Bar, 20 pm.
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Fig. 7. BFA treatment inhibits the caveolae-mediated endocytosis of CIX to the
Golgi apparatus but not of AMF to the smooth ER. NIH-3T3 celis were
pretreated with 10 pg/mI BFA for 30 minutes at 37°C and then incubated in the
presence of EFA with 5 pglml FITC-CTX for 30 minutes at 37°C (A-F) or with 50
pg/mI AMF-FITC for 60 minutes at 37°C (G-I). Ceils incubated with FITC-CTX
were Iabeled with either anti-GMI3O (8) or anti-TfR (E) antibodies and merged
confocal images present FITC-CTX in green and GMI3O (C) or TfR (F) in red
and colocalization in yellow. Internalized AMF-FITC was revealed with rabbit
anti-FITC (G) and AMF-R tubules with anti-AMF-R mAb (H) followed by the
appropriate secondary antibodies. The merged confocal image (I) presents the
AMF in green and AMF-R in red and colocalization in yellow. In the presence of
BFA, CTX is delivered to the endosomes but not to Golgi fragments, whereas
AMF is stiil delivered to AMF-R-Iabeled smooth ER (arrows). Bar, 8 pm.
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Fig. 8. Nocodazole treatment and a 20°C temperature block inhibit the caveolae
mediated endocytosis of CTX to the Golgi but flot of AMF to the smooth ER.
NIH-3T3 fibroblasts pretreated with 10 pM nocodazole at 37°C (A-K) were pulse
Iabeled with either 5 pg/ml FITC-CTX for 30 minutes at 37°C (A-H) or with 50
pglml AMF-FITC for 60 minutes at 37°C (I-K) in the presence of nocodazole.
Alternatively, ceils were incubated with 50 pglml AMF-FITC for 60 minutes at
20°C (L-N). Overlap of endocytosed FITC-CTX (A,D) with anti-GM 130 (B), anti
caveolin (E) or anti-TfR (F) labeling and of AMF-FITC (I, L) with anti-AMF-R (J,
M) labeling was determined. The merged confocal images (C,G,H,K,N) present
the indicated labels in red and green and colocalization in yellow. In the
presence of nocodazole FITC-CTX is not delivered to the fragmented Golgi (A
C) but remains associated with caveolin and TfR-positive endosomes (D-H).
Neither nocodazole treatment (I-K) nor a 20°C temperature block (L-N) prevent
AMF delivery to the smooth ER (arrows). Bar, 8 pm.
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Fig. 9. AMF and CTX do flot cointernalize. NIH-3T3 ceils were coincubated with
50 pg/ml of AMF-FITC and 5 pg/ml of Alexa 594-CTX at 37°C for 5 minutes (A
F) or 30 minutes (G-J) prior to fixation with precooled methanol/acetone. The
distributions of AMF-FITC, revealed with rabbit anti-FITC followed by Alexa 488
anti-rabbit antibodies (A and G), and of Alexa-594—CTX (B, H) were compared
after five minutes with the smooth ER Iabeled with anti-AMF-R mAb and Alexa
647 anti-rat lgM antibodies (C) or at 30 minutes with the Golgi apparatus labeled
with anti-GM13O mAb and Alexa 647 anti-mouse antibodies (I). Merged confocal
images present AMF-FITC in green and either AMF-R (D) or Alexa 594-CTX (E)
in red. Triple merges show AMF-FITC in green, Alexa 594-CTX in red and either
AMF-R (F) or GM13O (J) in blue. Bar, 8 pm.
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Fig. 10. Targeting 0f AMF to the ER and CTX to the Golgi apparatus is tyrosïne
kinase dependent. NIH-3T3 celis were pretreated with genistein (100 ijg/ml) for
30 minutes during ligand incubation (A-l) or Ieft untreated (J-L). Ceils were pulse
labeled with FITC-CTX for 30 minutes at 37°C (A,D) and labeled with
monoclonal anti-GMI3O (B) or anti-TfR antibodies (F) following by Alexa 568
anti-mouse secondary antibody. The merged confocal images present FITC
CTX in green and either GM13O (C) or TfR (F) in red and colocalization in yellow
(C,F). Genistein selectively inhibits CTX delivery to the Golgi but flot to TfR
positive endosomes. Alternatively, NIH-3T3 ceNs were pulse labeled with AMF
FITC for 5 minutes at 37°C. AMF-FITC was revealed with rabbit anti-FITC
followed by Alexa 488 anti-rabbit antibodies (G,J) and the smooth ER labeled
with anti-AMF-R followed by rhodamine-red-X anti-rat lgM antibodies (H, K). The
merged confocal images present AMF-FITC in green and AMF-R in red and
colocalization in yellow (l,L). The image of AMF endocytosis in the presence of
genistein (G) was acquired at the same intensity level as the control in the
absence of genistein (J), clearly demonstrating that genistein inhibits AMF
delivery to the smooth ER. Bar, 8 pm.
+Genistein
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III. DISCUSSION
5. L’ÂME EST ENDOCYTÉ PAR DEUX VOIES DISTINCTES
L’AMF est une cytokine qui possède plusieurs fonctions et la régulation
de son expression est très importante dans divers processus cellulaire. Nous
avons montré que suite à la liaison de l’AMF à son récepteur, il est internalisé
vers différents compartiments cellulaires. Dans les prochaines sections, nous
allons discuter des différentes voies d’endocytose de l’AMF et les fonctions
potentiels de chaque voie d’endocytose.
5.1 La localisation cellulaire de l’AMF-R
L’AMF-R est localisé au niveau d’un sous-compartiment du REL et il est
un marqueur spécifique du REL (Benlimame et al., 1995; Wang et al., 1997;
Wang et aI., 2000). Une analyse par microscopie électronique du marquage de
l’AMF-R en post-enrobage montre que l’AMF-R est majoritairement localisé au
niveau du REL dans les cellules NIH-313, Hela et MDCK (Benhimame et al.,
1995; Benlimame et al., 1998). Dans les cellules MDCK, une faible proportion de
l’AMF-R est également détectée au niveau du RER ou dans le REL qui est en
continuité avec le RER (Benlimame et al., 1995; Wang et al., 1997). Nous
avions également observé par microscopie électronique que dans les cellules
NIH-3T3 transformées avec l’oncogène H-ras (NIH-ras) ou v-abl (NIH-abl), une
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augmentation de la distribution de lAME-R au niveau du RER en comparaison
avec les cellules NIH-3T3 non-transformées (Le et al., 2002).
Des analyses quantitatives par microscopie électronique devront être
faites afin de déterminer si la localisation de l’AMF-R au niveau du RER est
significative dans les cellules NIH-313 transformées, Il était difficile de faire des
études de cotocalisation avec d’autres marqueurs du RE par microscopie à
fluorescence car les cellules NIH-3T3 transformées ont de la difficulté à adhérer
au pétri de culture et elles poussent les unes sur les autres. II est probable que
la distribution de lAME-R dans le REL ou dans le RER varie selon la lignée
cellulaire, ou peut-être suite à une transformation cellulaire.
Une étude quantitative de la distribution de l’AMF-R a montré que dans
les cellules NIH-3T3, 61% de l’AMF-R est localisé dans le RE, alors que 23% de
l’AMF-R est localisé à la surface cellulaire de ces cellules. À la surface des
cellules NIH-3T3, 13% de l’AMF-R est localisé au niveau des vésicules
plasmalemmales lisses qui sont morphologiquement similaires aux cavéoles
(Benhimame et al., 1998). La faible quantité (5%) d’AMF-R qui se trouve dans les
cavéoles peut être due à la rapidité de l’endocytose de l’AMF-R ou de
l’instabilité des cavéoles (Benlimame et al., 1998). Des images prises en
microscopie confocale ou en microscopie électronique montrent une
colocalisation partielle de l’AMF-R en surface avec la cavéoline et confirment la
localisation de l’AMF-R dans les cavéoles (Benlimame et al., 1995; Le et al.,
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2002). Des fractions insolubles au Triton-X-100 ont été isolées à partir des
cellules NIH-3T3 et MDCK. Ces fractions sont enrichies par la cavéoline, mais
l’AMF-R n’était pas détecté dans ces fractions. Même après plusieurs essais,
l’AMF-R demeurait indétectable dans les fractions insolubles au Triton X-100
(résultats non-publiés).
L’AMF-R est donc localisé à la fois dans les cavéoles et à l’intérieur des
cellules au niveau d’un sous-compartiment du REL, les tubules AMF-R, aussi
bien que dans le RER. La double localisation de l’AMF-R suggère un recyclage
entre ces deux compartiments. Le virus SV4O est également localisé au niveau
des cavéoles et du REL et il a été montré que les cavéoles effectuent
l’internalisation de SV4O vers le REL (Kartenbeck et al., 1989).
Les récepteurs muscariniques, de l’angiotensine f I, de la bradykinin B2,
de R-adrénergique, de la cholecystokinin et de l’endothéline sont séquestrés
dans les cavéoles. La séquestration de ces récepteurs dans ce compartiment
leurs permettrait d’être désensibilisés suivant la liaison avec un agoniste (Chun
et al., 1994; Roettger et al., 1995; Haasemann et al., 1998; Ishizaka et al., 1998;
Dessy et al., 2000; Matveev and Smart, 2002). Les récepteurs EGF et PDGF
sont localisés au niveau des radeaux lipidiques lorsqu’ils ne sont pas stimulés et
phosphorylés. Cependant, au cours d’une longue exposition du ligand (60
minutes), les récepteurs sont recrutés et séquestrés dans les cavéoles afin
d’empêcher d’autres liaisons du ligand avec son récepteur. De cette manière,
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les cavéoles permettent l’inactivation de ces récepteurs. En fait, il a été suggéré
que la liaison des récepteurs EGF et PDGF avec la cavéoline puisse être
responsable de leur séquestration dans les cavéoles. Dans les cellules où il y a
peu de cavéoline, ces récepteurs continuent d’être phosphorylés et d’être actifs
(Matveev and Smart, 2002). L’implication de l’AMF-R au niveau des cavéoles
reste à être déterminée.
5.2 La spécïficïté de l’AMF conjugué
Pour les études d’endocytose de l’AMF, nous avons utilisé la PGI, un
homologue de l’AMF (Watanabe et al., 1996), qui est disponible
commercialement. Afin de suivre l’internalisation de l’AMF, la PGI a été
conjugué avec la biotine. L’AMF biotinylé (AMFb) peut être révélé par
microscopie à fluorescence avec un marquage avec la streptavidine conjuguée
à un fluorochrome ou par microscopie électronique avec la streptavidine
conjuguée à une particule d’or.
Par immunobuvardage, l’AMFb est révélé avec la streptavidine-HRP et
montre une seule bande. De plus, par microscopie confocale, un double
marquage de t’AMFb et d’un anticorps anti-AMF-R à 4°C montre une
colocalisation de l’AMFb avec l’anticorps anti-AMF-R. À certains endroits, nous
avons observé que le marquage de I’AMFb se distingue du marquage de l’anti
AMF-R (Benlimame et al., 1998). Cette distinction peut refléter le fait que l’AMFb
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entre en compétition avec l’anticorps anti-AMF-R pour ta liaison avec le
récepteur (Nabi et al., 1990). Ces études montrent que, tout comme l’anticorps
anti-AMF-R, l’AMFb est bien reconnu par son récepteur en surface. Pour faciliter
la détection de l’AMF endocyté, nous avons aussi conjugué la PGI directement
avec des molécules de FITC, ce conjugué nous permet d’amplifier le signal avec
un anticorps anti-FITC.
Une incubation des fibroblastes NIH-3T3 avec l’AMFb à 37°C pendant
différentes périodes de temps montre une accumulation de l’AMFb dans des
structures vésiculaires et tubulaires. Par microscopie confocale, les structures
tubulaires colocalïsent avec les tubules du REL qui sont marqués par l’anticorps
anti-AMF-R (Benhimame et al., 1998; Le et al., 2000). Par microscopie
électronique, ces tubules correspondent morphologiquement au REL (Le et al.,
2002). L’internalisation de l’AMFb vers les tubules AMF-R montre une spécificité
de I’AMFb pour l’AMF-R. De plus, l’incubation des cellules NIH-313 avec l’AMFb
et de dix fois plus U’AMF non-conjugué a pour effet d’inhiber l’internalisatïon de
l’AMFb (Le et al., 2000). Ces résultats indiquent que l’endocytose de l’AMF vers
les structures vésiculaires et les tubules AMF-R est spécifiquement médiée par
son récepteur AMF-R.
24g
53 Les cavéoleslradeaux lipidiques médient I’endocytose de l’AMF vers le
RE
Nous avons démontré dans les cellules NIH-3T3 que i’AMF est endocyté
via les cavéoles/radeaux lipidiques vers le RE. Cette voie d’endocytose est
bloquée en présence de la m3CD (Benhimame et al., 1998; Le et al., 2000; Le et
al., 2002). Il faut noter qu’avec une forte concentration de mt3CD (>10 mM),
l’endocytose dépendante des vésicules de clathrine est aussï affectée (Rodai et
al., 1999; Subtil et al., 1999). Dans les cellules NlH3T3, nous avons déterminé
qu’à une concentration de 5mM, la mf3CD inhibe sélectivement l’endocytose
dépendante des cavéoles/radeaux iipidiqu.es et non pas l’endocytose médiée
par les vésicules de clathrine (Le et al., 2000; Le et al., 2002).
La dynamine est impliquée dans la fission des vésicules de clathrine et
des cavéoles et l’utilisation d’un mutant dominant négatif de la dynamine tel que
la dynK44A bloque le détachement de ces vésicules de la membrane plasmique
(Henley et al., 1999; Hinshaw, 2000). Nous avons également montré que
l’endocytose de l’AMF vers le RE est bloquée par la dynK44A et elle est
négativement régulée par la surexpression de la cavéoline-1 (Le et al., 2002).
Ces études indiquent que l’internalisation de l’AMF vers le RE est effectuée par
les cavéoles/radeaux lipidiques. Cette voie d’endocytose est donc définie
comme dépendante de la dynamine, sensible au changement du niveau de
cholestérol et négativement régulée par la cavéoline-1 (voir Figure 2).
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5.4 L’endocytose de l’AMF vers les MVBs et son recyclage vers la
fibronectine
Nous avons aussi montré que le complexe AMF/AMF-R est endocyté
vers des structures vésiculaires qui ont été identifiées comme étant des corps
muftivésiculaires (MVBs) par microscopie électronique (Le et al., 2000). Les
MVBs sont des endosomes qui contiennent des vésicules internes et qui sont
l’intermédiaire entre les endosomes précoces et tardifs (Hopkins and
Trowbridge, 1983; Dunn et al., 1986; Gruenberg et al., 1989). L’endocytose de
l’AMF/AMF-R vers les MVBs est inhibée lors d’une acidification cytoplasmique et
avec l’expression de la dynK44A. Cependant, en présence de 5mM de mJ3CD,
l’endocytose de l’AMF vers les MVBs n’est pas bloquée. Donc ces études
indiquent que les vésicules de clathrine sont responsable de l’internaiisation de
l’AMF vers les MVBs (Le et al., 2000; Le et al., 2002).
Nous avons également montré que suite à son endocytose vers les
MVBs, l’AMF n’est pas transporté vers les lysosomes pour être dégradé. Il est
plutôt recyclé vers les fibrilles à la surface cellulaire qui colocalisent avec la
fibronectine, une protéine de la matrice extracellulaire. Un traitement des
cellules avec mÇ3CD n’a pas inhibé le recyclage de l’AMF vers les fibrilles de
fibronectine, indiquant que l’endocytose de l’AMF vers le RE n’est pas impliquée
dans le recyclage de l’AMF (Le et al., 2000). Une incubation des cellules NIH
313 avec l’AMF à 20°C pour bloquer le transport membranaire entre les
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endosomes précoces et les endosomes tardifs (Dunn et aL, 1980; Hopkins and
Trowbridge, 1983; Griffiths et al., 1988) inhibe le recyclage de l’AMF (Le et ai,
2000). Toutefois, une dépolymérisation des microtubules avec nocodazole pour
bloquer le transport membranaire vers les endosomes précoces et les
endosomes tardifs au niveau des MVBs (De Brabander et al., 1988; Gruenberg
et al., 1989; Aniento et al., 1993) n’a pas empêché le recyclage de l’AMF (Le et
al., 2000). Ces résultats montrent que les vésicules de clathrine médient
l’endocytose de l’AMF vers les MVBs et à partir de ce compartiment l’AMF est
recyclé vers les fibrilles de fibronectine (voir Figure 2).
5.5 Les potentiels fonctions de la double endocytose de l’AMF
Il a été suggéré que certains récepteurs couplés aux protéines G sont
endocytés par différents mécanismes d’endocytose afin de cibler des organites
intracellulaires distincts et aussi probablement pour différentes fonctions (Zhang
et al., 1996). Par exemple, le récepteur de cholecystokinin est à la fois endocyté
par les vésicules de clathrine et par les cavéoles. Les vésicules de clathrine
médient l’internalisation du récepteur vers les endosomes et les lysosomes pour
être dégradé. Alors que les cavéoles médient l’internalisation du récepteur vers
un compartiment vésiculaire lisse adjacent à la membrane plasmique où le
récepteur de cholecystokinin est rapidement recyclé à la surface membranaire
(Roeftger et al., 1995).
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Une récente étude dans les lignées cellulaires fortement et faiblement
métastasiques LMF-4 et HSC-3 a montré que les cellules LMF4 sont plus
motiles que les cellules HSC-3. Une analyse de “scatchard” indique que les
cellules LMF-4 et HSC-3 exprimaient deux types de récepteurs qui auraient
différentes affinités pour l’AMF. Les cellules fortement métastasiques LMF-4
exprimeraient deux fois plus de récepteurs à faible affinité à sa surface
comparées aux cellules faiblement métastasiques HSC-3 (Niinaka et al., 2002).
La présence de deux types de récepteurs ou un changement de conformation
de l’AMF-R qui affecterait son affinité pour l’AMF pourrait expliquer le fait que
l’AMF soit internalisé par deux voies d’endocytose distinctes. Le rôle des
différentes voies d’endocytose de l’AMF reste à déterminer. Voici quelques
fonctions possibles de l’endocytose de l’AMF:
5.5.1 L’endocytose de l’AMF vers le RE
5.5.7.1 L ‘homéostasie calcique
Une pompe calcique à la membrane plasmique est essentielle dans la
régulation du niveau de calcium libre dans le cytoplasme. Cette pompe calcique
a été localisée dans les cavéoles. Il a également été rapporté qu’une protéine
semblable au récepteur 1P3 (lP3 receptor like protein) soit aussi concentrée
dans les cavéoles. Les cavéoles pourraient donc être un appareil pour
l’importation et l’exportation du calcium à partir du cytoplasme (Fujimoto et al.,
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1992; Fujimoto, 1993). Il a aussi été montré que lors d’un traitement avec la
thapsigargin pour enlever les réserves de calcium dans le RE, puis l’ajout de
calcium dans le milieu extracellulaire, une concentration du calcium a été
observée dans les cavéoles. Cette étude suggère que les molécules de
signalisation qui contrôlent l’entrée du calcium sont concentrées dans les
cavéoles (lsshiki et al., 2002). L’association des tubules AMF-R avec les
mitochondries est dépendante du calcium cytoplasmique (Wang et al., 2000) et
le RE est un lieu d’entreposage du calcium. H est donc possible que
l’internalisation de lAME vers le REL ait un rôle dans le transport des molécules
impliquées dans la régulation du calcium.
5.5.1.2 Régulation de la motilité cellulaire
La migration des cellules est essentielle lors de l’invasion tumorale. li a
été proposé que l’exocytose des vésicules membranaires au côté guide de la
cellule pourrait contribuer à l’apport de membrane pour l’extension des
pseudopodes ou des lamellipodes au côté guide, ainsi que la création de force
pour la locomotion des cellules (Bretscher, 1984; Singer and Kupfer, 1986;
Hopkins et al., 1994). lI a été montré que suivant une incubation avec un
anticorps anti-AMF-R à 20°C et d’une chasse de 60 minutes à 37°C, le
complexe anti-AMF-R/AMF-R est internalisé puis il est ensuite redistribué vers le
côté guide des fibroblastes A-37 (Nabi et al., 1992).
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Les cellules MSV-MDCK-INV sont des cellules qui ont été isolées à partir
des cellules MSV-MDCK (des cellules MDCK transformées avec le virus de
sarcome de Moloney) qui ont traversées des filtres ayant des potes de J micron.
Ces cellules sont fortement motiles et elles présentent de multiples
pseudopodes (Le et al., 7998). Un marquage de l’AMF-R en
immunofluorescence montre une accumulation de l’AMF-R à l’extrémité des
pseudopodes (résultat non-publié). L’endocytose de l’AMF vers le REL et le
recyclage de ce compartiment vers la membrane plasmique pourraient donc
contribuer à un apport de membrane pour l’extension des pseudopodes ou des
lamellipodes. Afin de vérifier cette hypothèse, il serait intéressant de faire des
études in vivo de l’internalisation de l’AMF fluorescent ou des cellules qui
expriment un AMF-R-GFP.
5.5.2 L’endocytose de l’AMF vers les MVBs
Les MVBs sont caractérisés par la présence de rab7 qui est le
compartiment où les protéines sont triées pour être envoyées vers les
lysosomes pour être dégradées (Mellman, 1996). lI a également été montré que
TfR est limité à la membrane périphérique des MVBs et à partir de cet endroit,
TfR peut être recyclé à la membrane plasmique. Par contre, la forme active de
EGFR s’accumule dans les vésicules internes des MVBs (Futter and Hopkins,
1989; Hopkins et al., 1990; Futter et al., 1996). Lorsque tous les récepteurs qui
sont destinés au recyclage de la membrane plasmique sont recyclés, les MVBs
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fusionnent avec les lysosomes et le complexe EGF/EGF-R est rapidement
dégradé dans les lysosomes (Fuffer et al., 1996: Mullock et al., 1998). Toutefois,
une mutation de EGF-R qui cause une déficience de son activité tyrosine
kinase, le complexe EGF/EGF-R n’est plus envoyé vers les vésicules internes
pour éventuellement être dégradé par le lysosome. Mais, comme TfR, il reste à
la périphérie des MVBs et il est recyclé à la membrane plasmique (Felder et al.,
1990).
D’autres études ont montré que lorsque les réticulocytes deviennent des
érythrocytes, ceux-ci vont secréter des vésicules membranaires, appelées
exosomes, afin de libérer des protéines tels que TfR ou l’intégrine a431 (Rieu et
al., 2000). Dans les érythrocytes, les MVBs servent à la sécrétion des
exosomes. Les exosomes sont des petites vésicules internes présentes dans
les MVBs qui sont secrétées suite à la fusion des MVBs avec la membrane
plasmique (Johnstone, 1992). Il a également été rapporté que par la sécrétion
des exosomes, les cellules d’origine hématopoïétique libèrent des protéines qui
sont impliquées dans la signalisation, l’adhésion cellulaire ou la présentation
d’antigène (Denzer et al., 2000). Il est donc possible que le complexe
AMF/AMF-R soit internalisé vers les MVBs où II y a un triage, puis il est recyclé
vers la membrane plasmique afin de participer à la réorganisation de la matrice
extracellulaire.
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5.5.2.7 Le recyclage de I’AMF et son rôle dans la motilité cellulaire
L’AMF et son récepteur sont impliqués dans la motilité cellulaire et dans
l’invasion des cellules tumorales (Silletti and Raz, 1996). Afin de déterminer si le
recyclage de l’AMF vers les fibrilles de fibtonectine a un effet sur la motîlité
cellulaire, les cellules NIH-313 ont été cultivées sur un substrat d’AMF, qui a
pour effet d’attacher l’AMF-R au substrat et d’empêcher son internalisation. La
culture des cellules sur un substrat d’AMF réduit la motilité des cellules NIH-3T3
et inhibe l’endocytose de l’AMF vers les MVBs ainsi que son recyclage vers les
fibrilles de fibronectine. Des essais d’adhésion des cellules sur AMF montrent
que cette réduction de la motilité n’est pas causée par une augmentation de
l’adhésion des cellules au substrat (Le et al., 2000). Le recyclage de l’AMF/AMF
R est donc un élément limitant pour la motilité cellulaire.
Nous proposons que l’internalisation et le recyclage de t’AMF-R vers les
sites de déposition de la fibronectine puissent être impliqués dans l’adhésion
cellulaire et le remodelage de la matrice extracellulaire par les cellules tumorales
moUles et invasives. Il a déjà été montré qu’à travers l’activation des intégrines
J3-1, l’AMF induit l’invasion des cellules de l’hépatome en stimulant l’adhésion et
la motilité de ces cellules, ainsi que la sécrétion des métalloprotéases-2
(Torimura et al., 2001). Par conséquent le recyclage de l’AMF vers les fibrilles
de fibronectine pourrait servir au transport des protéinases pour la dégradation
de la matrice extracellulaire, un processus qui est important pour l’invasion des
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cellules tumorales. Toutefois, une étude faite par Remacle et al., montrent que
la forme active des métalloprotéinases de la matrice de type 1 (MT1-MMP) est
endocytée par la voie de clathrine vers des compartiments endosomiales. Puis,
les MT1-MMPs sont recyclés vers la membrane plasmique à partir des
endosomes de recyclage qui sont marqués avec rab-4 (Remacle et al., 2003).
5.5.2.2 Le recyclage de lAME et son rôle dans le transport des intégrines
Les cellules tumorales doivent adhérer à une variété de protéines de la
matrice extracellulaire afin d’envahir le tissu voisin (Akiyama et al., 1995). Les
intégrines sont fondamentales pour médier l’adhésion des cellules aux protéines
de la matrice (Hynes, 1992). La stimulation de l’AMF-R via sa liaison avec l’AMF
ou avec l’anticorps anti-AMF-R augmente l’adhésion et l’étalement des cellules
B16a (cellules des mélanomes murines) sur la fibronectine. De plus, l’activation
de l’AMF-R stimule la translocation des intégrines allf33 à la membrane
plasmique (Timar et al., 1996). Le recyclage de l’AMF vers les sites de
fibronectine pourrait donc servir à transporter les intégrines a11f33 au site
d’adhésion avec la fibronectine.
Il a été récemment rapporté que l’adhésion à la fibronectine via l’intégrine
a41 protège les cellules B de l’apoptose qui a été induite par la privation de
sérum (Garcia-Gila et al., 2002).Une surexpression de l’AMF dans les cellules
NIH-3T3 induit une résistance de ces cellules à l’apoptose également induite par
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la privation de sérum (Tsutsumi et al., 2003b). Il reste à déterminer si les cellules
NIH-3T3 qui surexpriment l’AMF recyclent plus d’AMF vers la fibronectine en
comparaison avec les cellules NIH-3T3 contrôle.
6. LE RÔLE DE LA CAVÉOLINE DANS L’ENDOCYTOSE DES CAVÉOLESI
RADEAUX LIPIDIQUES
Les radeaux lipidiques sont définis comme des domaines enrichies en
cholestérol et insolubles aux détergents. Bien que biochimiquement, les
cavéoles pourraient être définis comme des radeaux lipidiques qui contiennent
la cavéoline (Kurzchalia and Parton, 1999; Simons and Toomre, 2000)
l’endocytose via les radeaux lipidiques et les cavéoles est sensible au
cholestérol et est dépendante de l’activité GTPasique de la dynamine. Les
cavéoles ne sont pas observées dans les cellules qui n’expriment pas la
cavéotine et la réintroduction de la cavéoline-J dans ces cellules induit de
nouveau la formation des cavéoles fEra et al., 1994; Fra et al., 1995; Engelman
et al., 1997). Dans les sections qui suivent nous allons discuter de la nécessité
de la cavéoline pour l’invagination et l’endocytose des cavéoles/radeaux
lipidiques.
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6.1 L’endocytose des cavéoles!radeaux lipidiques en absence de la
cavéolîne
Le niveau d’expression de la cavéoline et des cavéoles est réduit dans
les cellules NIH-ras et absent dans les cellules NIH-abl comparé aux cellules
NIH-3T3 non-transformées (Koleske et aI., 1995; Le et aI., 2002). Dans les
cellules NIH-3T3 non-transformées, l’AMF est internalisé vers le REL (Le et al.,
2000; Le et al., 2002). Dans les cellules NIH-3T3 transformées, malgré la
réduction ou l’absence de la cavéoline et des cavéoles, l’AMF continue d’être
endocyté vers les tubules du RE qui sont également marqués avec l’anticorps
anti-AMF-R. Une quantification du taux d’AMF endocyté montre une
augmentation de l’endocytose de l’AMF vers le RE dans les cellules
transformées en comparaison avec les cellules NIH-3T3 contrôles (Le et al.,
2002). De plus, autant dans les cellules NIH contrôles que dans les cellules NIH
transformées, l’endocytose de I’AMF vers le RE est inhibée par la mI3CD ou lors
de l’expression de la dynK44A (Le et aI., 2002).
Ces résultats suggèrent donc qu’en absence des cavéoles et de la
cavéoline, les cavéoles/radeaux lipidiques effectuent l’endocytose de l’AMF vers
le RE. Pour parfaire ces études de microscopie électronique et pour confirmer le
rôle des cavéoles/radeaux lipidiques dans l’endocytose de t’AMF, nous pourrons
effectuer des analyses biochimiques des fractions insolubles au Triton X-100
des cellules NIH-ras et NIH-abl qui expriment ou non la dynamine K44A. Ces
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travaux vont nous permeffre de déterminer qu’en présence de la dynamine
K44A, l’AMF/AMF-R sera séquestré ou non dans les fractions insolubles au
Triton X-100 qui correspondent aux cavéoles/radeaux lipidiques.
Il est possible que la cavéoline n’est pas nécessaire pour l’endocytose
de I’AMF vers le RE et en absence de la cavéoline et des cavéoles/radeaux
lipidiques endocytent l’AMF vers le RE de façon constitutive de sorte qu’une
mesure du niveau d’expression de l’AMF-R en surface par FACS montre une
diminution de la quantité d’AMF-R qui est exprimée dans les cellules NIH
transformées comparée aux cellules non-transformées (Le et al., 2002). Ces
résultats concordent avec le fait que les cellules fortement métastasiques,
K1735-M1 et B16F1O, ont moins d’AMF-R exprimée à la surface en
comparaison avec les cellules faiblement métastasiques, K1735-C1-1 1 et B16-
LR, respectivement (Watanabe et al., 1991b).
6.2 Les cavéoles/radeaux lipidiques s’invaginent indépendamment de la
cavéoline
La surexpression de la dynK44A dans les cellules NIH-3T3 non
transformées montre une accumulation des cavéoles en surface. Dans les
cellules NIH transformées, la dynK44A induit la formation des vésicules
plasmalemmales lisses qui sont morphologiquement similaires aux cavéoles
présentes dans les cellules NIH-3T3 contrôles et une réduction du niveau de
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cholestérol en présence de la m3CD empêche la formation de ces vésicules (Le
et al., 2002). Par conséquent, dans les cellules qui expriment peu ou pas de
cavéoline, les cavéoles/radeaux lipidiques pourront s’invaginer, se détacher de
la membrane pour former une vésicule endocytaire semblable aux cavéoles.
Les lymphocytes n’expriment pas la cavéoline et pourtant les protéines
GPI se concentrent dans les vésicules morphologiquement équivalentes aux
cavéoles avant d’être endocytées (Deckert et al., 1996). Il a été rapporté
qu’interleukine-2 est associé avec les radeaux lipidiques et il est endocyté
normalement dans les lymphocytes (Lamaze et al., 2001). lI est possible qu’en
absence de la cavéoline, certaines cavéoles/radeaux lipidiques pourraient être
des domaines très dynamiques qui s’invaginent et qui se détacheraient très
rapidement de la membrane plasmique. Ces évidences suggèrent que les
cavéoles/radeaux lipidiques sont capables d’internaliser et sont des structures
instables à la membrane plasmique. La présence de la cavéoline n’est peut-être
pas nécessaire à la formation des cavéoles, mais elle servirait à stabiliser les
cavéoles/radeaux lipidiques. Ces résultats pourraient expliquer le fait qu’une
déficience de la cavéoline-1 n’est pas létale chez les souris et pourtant elles
n’ont pas de cavéole à la membrane plasmique (Drab et al., 2001; Razani et al.,
2001a; Zhao et al., 2002). lI est à noter que quelques invaginations
morphologiquement similaire aux cavéoles ont été observées dans les cellules
des souris nulles de la cavéoline-1 (Drab et al., 2001).
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Il a été rapporté que dans les cellules MDCK polarisées que la cavéoline
1 et 2 sont localisées du côté basolatéral, alors que seulement la cavéoline-1 est
présente du côté apicale. De plus, les cavéoles ont été observées seulement au
côté basolatéral, mais pas du côté apical (Scheiffele et al., 1998). L’expression
d’une cavéoline mutante qui empêche la formation des complexes
d’hétérodimère de la cavéoline-1 et 2 amène à une rétention de la cavéoline-2 à
l’intérieur des cellules et à la disparition des cavéoles au côté basolatéral. Une
surexpression de la cavéoline-2 à la membrane basolatérale montre une
augmentation du nombre de cavéoles. Ces résultats démontrent que la
cavéoline-2 puisse être nécessaire à la biogenèse des cavéoles (Lahtinen et al.,
2003).
6.3 La cavéoline régule l’internalisation des cavéoles!radeaux lipidiques
L’expression de la dynK44A empêche la fission des cavéoles de la
membrane plasmique (Henley et al., 1998; Oh et al., 1998). L’expression de la
dynK44A dans les cellules NIH-3T3 transformées induit la formation des
vésicules plasmalemmales lisses qui sont morphologiquement similaire aux
cavéoles. Il a été montré que la réintroduction de la cavéoline dans les cellules
NIH-ras et NIH-abl ou dans les lymphocytes induit de nouveau la formation des
cavéoles (Fra et al., 1995; Engelman et al., 1997). Afin de déterminer si les
vésicules plasmalemmales lisses qui sont dépourvues de la cavéoline et qui
sont induites par l’expression de ta dynK44A sont équivalentes aux cavéoles,
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nous avons réintroduit la cavéoline-1 dans les cellules NIH-3T3 non-
transformées et transformées (Le et al., 2002).
La surexpression de la cavéoline montre un plus grand nombre de
cavéoles dans les cellules NIH-3T3 contrôles et elle induit la formation des
cavéoles dans les cellules NIH-ras et NIH-abl. De plus, la surexpression de la
cavéoline dans les cellules NIH-3T3 bloque l’internalisation de l’AMF vers le RE.
La réintroduction de la cavéoline dans les cellules transformées réduit le niveau
d’internalisation de l’AMF vers le RE au même niveau que les cellules NIH-3T3
contrôles (Le et al., 2002). Ces résultats suggèrent que la surexpression de la
cavéoline stabilise la formation des cavéoles à la membrane plasmique et
ralentit l’endocytose des cavéoles/radeaux lipidiques. Ce qui concorde avec le
fait que l’expression de la cavéoline-1-GFP montre que la majorité des cavéoles
sont immobiles et que seulement une petite population des cavéoles est mobile
(Thomsen et al., 2002).
6.4 L’endocytose de CTX vers l’appareil de Golgi
CTX est localisée au niveau des cavéoles à la membrane plasmique
(Parton, 1994) et il a été rapporté que les cavéoles médient Fendocytose de
CTX (Orlandi and Fishman, 1998). Cependant, de récentes publications ont
rapporté que CIX n’est pas seulement internalisée via les cavéoles mais
également via les vésicules de clathrine (Shogomori and Futerman, 2001a) et
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même par les vésicules indépendantes de la clathrine (Torgersen et al., 2001).
De plus, il a été proposé que CTX puisse être séquestrée dans les cavéoles,
mais elle est internalisée par d’autres voies d’endocytose.
Nous avons démontré dans les fibroblastes NIH-3T3 que l’endocytose de
CIX vers les endosomes de recyclage est effectuée par les vésicules de
clathrine. Toutefois, l’endocytose de CTX vers l’appareil de Golgi est médiée par
les cavéoles, puisque cette voie d’endocytose peut être bloquée par la dynK44A
et par la mRCD. De plus, nous avons montré que la cavéoline-1 régule cette
voie d’endocylose (Le and Nabi, 2003). Ces résultats démontrent et confirment
que l’internalisation de CTX vers l’appareil de Golgi est effectuée par les
cavéoles/radeaux lipidiques et les vésicules de clathrine médient l’internalisatïon
de CTX vers les endosomes de recyclage. De plus, ces résultats montrent que
la cavéoline ne régule pas seulement l’endocytose de l’AMF mais également
celle de CTX.
7. LE TRANSPORT INTRACELLULAIRE MÉDIÉ PAR LES
CAVÉOLES/RADEAUX LIPIDIQUES
7.1 Le transport direct de I’AMF vers le RE
Les vésicules de clathrine internalisent leur cargo vers les endosomes et
les lysosomes. L’endocytose médiée par les cavéoles/radeaux lipidiques
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pourrait être une façon de cibler d’autres compartiments cellulaires. Des études
in vivo ont montré que CIX et SV4O cointernalisent avec la cavéoline-1-GFP
vers un compartiment intracellulaire qui est caractérisé par la présence de la
cavéoline et qui se distingue des endosomes précoces par leur pH neutre et
l’absence de la transferrine ou de son récepteur (Parton et aI., 1994; Pelkmans
et al., 2001; Nichols, 2002). Cet organite fut appelé cavéosome et il est localisé
près du centrosome et son mouvement est dépendant des microtubules
(Pelkmans et al., 2001; Mundy et al., 2002).
Il a été rapporté que l’internalisation de CTX et de SV4O vers l’appareil de
Golgi et vers le RE est dépendante de beta-COP (Norkin et al., 2002; Richards
et al., 2002), une composante impliquée dans la formation des coatamers de
COP1 et qui est essentiel pour le transport rétrograde entre l’appareil de Golgi et
le RE (Allan and Balch, 1999). De plus, une colocalisation partielle de beta-COP
et de la cavéoline intracellulaire a été observée. Cette étude suggère que les
cavéosomes contiendraient aussi beta-COP (Norkin et al., 2002). Une
dépolymérisation des microtubules avec nocodazole bloque l’internalisation de
SV4O au niveau des cavéosomes (Pelkmans et al., 2001). Nos études montrent
que le nocodazole bloque l’internalisation de CTX vers l’appareil de Golgi, mais
ne bloque pas l’endocytose de l’AMF vers le REL (Le et al., 2000; Le and Nabi,
2003). De plus, suite à son internalisation, l’AMF ne montre pas une
colocalisation avec la cavéoline et le marquage intracellulaire de lAMF-R ne
montre aucune colocalisation avec la cavéoline. Ces résultats suggèrent que
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lendocytose de lAME vers le RE ne passe pas par l’intermédiaire des
cavéosomes (Le and Nabi, 2003).
CTX est transporté vers l’appareil de Golgi et par un transport rétrograde
vers le RE (Donta et al., 1993; Lencer et al., 1993; Nambiar et al., 1993; Orlandi
et al., 1993). Par contre, il a été rapporté que le transport de SV4O vers le RE ne
provient pas d’un transport rétrograde à partir de l’appareil de Golgi (Kartenbeck
et al., 1989). Un traitement des cellules avec Brefeldin A ou une incubation à
20°C inhibe le transport de CIX vers l’appareil de Golgi et de SV4O vers le RE
(Donta et al., 1993; Lencer et al., 1993; Nambiar et al., 1993; Orlandi et al.,
1993; Morïnaga et al., 2001; Norkin et al., 2002; Richards et al., 2002).
Cependant, aucun de ces traitements n’affectent l’endocytose de l’AMF vers le
RE (Le and Nabi, 2003).
Ces résultats indiquent que l’internalisation de l’AMF vers le REL n’est pas
médiée par l’intermédiaire de l’appareil de Golgi et jusqu’à maintenant, aucun
intermédiaire n’a été identifié dans l’internalisation de l’AMF vers le REL. L’AMF
est donc probablement endocyté directement à partir des cavéoles/radeaux
lipidiques vers le REL. Dans les cellules NIH-3T3 qui expriment la forme
dominante négative de la clathrine (clathrine hub), une cointernalisation de CTX
et de l’AMF pendant cinq minutes montre que la majorité de CTX est encore à la
surface membranaire alors que l’AMF est déjà internalisé vers le REL qui est
marqué par l’anticorps anti-AMF-R (Le and Nabi, 2003). Cette étude démontre
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que l’AMF est directement internalisé vers le RE et l’AMF est internalisé via une
toute distincte de CIX.
Le RE est organisé en réseau qui s’étend à travers la cellule et sous la
membrane plasmique, ainsi, la distance qui sépare les cavéoles et le RE est très
petite (Bergeron et al., 1994). Dans les cellules musculaires lisses, il a été
montré que le cholestérol est localisé dans les cavéoles et dans les tubules du
RE qui sont distribués à la périphérie des cellules et en même temps, très
proche des cavéoles. Toutefois, un contact directe entre le RE et les cavéoles
n’a pas été observé dans ces cellules (Thyberg, 2000; Thyberg, 2002). lI a
également été montré que le cholestérol nouvellement synthétisé dans le RE est
transporté vers la membrane plasmique via sa liaison avec la cavéoline (Urbani
and Simoni, 1990; Smart et al., 1996). Le cholestérol peut également être
transporté de la membrane plasmique directement vers le RE (Lange, 1994).
Dans les cellules intestinales, il a été rapporté que les cavéoles ou les
radeaux lipidiques concentrent l’excès de cholestérol à la membrane plasmique
et le cholestérol est ensuite endocyté vers le RE (Field et al., 1998). En absence
de GLUT2, un transporteur de glucose, la libération du glucose à partir des
hépatocytes n’est pas affectée. Il a été suggéré qu’un mécanisme
compensatoire, soit un trafic membranaire direct à partir du RE vers la surface
cellulaire, est responsable pour la libération du glucose en absence de GLUT2
(Guillam et al., 1998). La localisation des tubules AMF-R à proximité des
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cavéoles pourraient permettre un recyclage très rapide de l’AMF-R vers la
surface des cellules en cas de nécessité tel qu’il a été décrit pour le récepteur
de la cholecystokinin (Roettger et aI., 1995).
7.2 L’existence de plusieurs classes de cavéoles
SV4O et CTX sont internalisés vers différentes populations de
cavéosomes ce qui suggère que certains cavéosomes transportent leur contenu
vers l’appareil de Golgi et d’autres cavéosomes dirigent leur cargo directement
vers le RE (Nichols, 2002). La ségrégation des molécules cargo vers l’appareil
de Golgi ou vers le RE se ferait donc avant leur internalisation vers différentes
populations de cavéosomes. La ségrégation du cargo peut donc se faire
directement à la membrane plasmique. Nos travaux sur la cointernalisation de
l’AMF avec CIX montrent que ces deux ligands ne sont pas internalisés
ensemble et que la cinétique de leur endocytose est différente (Le and Nabi,
2003). Un marquage de surface de l’AMF et de CTX montre que l’AMF ne
colocalise pas avec CTX (résultat non-présenté). Ces résultats suggèrent que
l’AMF et CTX peuvent se trouver et être internalisés par différentes populations
de cavéoles. Cependant, il est possible qu’une même population de cavéoles
médie l’endocytose de l’AMF et de CIX. Mais, c’est le temps de recrutement ou
de séquestration de l’AMF qui diffère de CTX et pour cette raison, ces deux
ligands ne colocalisent pas en surface.
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Plusieurs évidences indiquent que les radeaux Iipidiques/cavéoles sont
hétérogènes. Par exemple, dans les lymphocytes T en migration, les
gangliosides GM1 et GM3 sont redistribués de façon asymétrique. GM1 est
enrichie du côté de l’uropode, alors que GM3 est localisé du côté guide (Gomez
Mouton et al., 2001). Les protéines GPI, l’alkaline phosphatase, et la prominin
sont toutes présentes dans les fractions insolubles aux détergents. Toutefois,
par immunofluorescence, ces protéines montrent une distribution distincte à la
surface cellulaire (Roper et al., 2000). Ces études indiquent qu’il existe
différentes populations de radeaux lipidiques/cavéoles dans la cellule et que les
protéines peuvent être recrutées d’un endroit à un autre à la suite d’un stimuli. Il
a été montré que SV4O prenait deux à quatre heures avant d’être endocyté vers
le RE (Pelkmans et al., 2001), alors que l’AMF prend seulement cinq minutes
pour être endocyté vers le RE (Le and Nabi, 2003). Ces résultats supportent
l’idée que l’AMF puisse être internalisé par une autre population de cavéoles
que celles qui endocytent SV4O. Cependant, il n’est pas exclu que d’autres
facteurs peuvent influencer la cinétique de ces deux ligands. Par exemple,
l’AMF pourrait interagir avec d’autres protéines pour faciliter son endocytose ou,
le temps de recrutement de SV4O par les cavéoles peut être plus long que pour
l’AMF.
La cointernalisation de la cavéoline-1 GFP avec SV4O ou CTX démontre
que les cavéoles sont des structures dynamiques capable d’être endocytées
dans la cellule (Pelkmans et al., 2001; Nichols, 2002). Cependant, l’expression
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de la cavéoline-1-GFP dans différents types cellulaires montre que la majorité
des cavéoles à la membrane plasmique sont immobiles et seulement une
minorité d’entres elles sont endocytées (Pelkmans et al., 2001; Mundy et al.,
2002; Thomsen et al., 2002). La liaison de SV4O aux cavéoles induit une
cascade de signalisation causant une réorganisation du cytosqueleffe d’actine et
le recrutement de la dynamine-2 au niveau des cavéoles prêtes à internaliser le
virus SV40. Donc, l’endocytose des cavéoles est un processus qui est médié à
la suite de l’activation d’un signal (Pelkmans et al., 2002). Il reste à déterminer si
la liaison de l’AMF à son récepteur induit son internalisation via les cavéoles ou
si l’internalisation de l’AMF est un processus constitutif. Cependant, le fait que
l’AMF soit internalisé vers le RE aussi rapidement pourrait suggérer que
l’endocytose de l’AMF est constitutive.
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IV. CONCLUSION
Globalement, nos études ont démontré que I’AMF est internalisé par deux
voies distinctes: la première voie est médiée par les vésicules de clathrine vers
les MVBs où l’AMF est ensuite recyclé vers les fibrilles de fibronectine et la
deuxième voie est médiée par les cavéoles/radeaux lipidiques vers le RE. En
utilisant l’AMF comme un marqueur pour l’internalisation effectuée par les
cavéoles, nous avons défini l’endocytose dépendante des cavéoles comme
étant sensible au niveau du cholestérol, dépendante de la dynamine et
négativement régulée par la cavéoline-1. Nous avons également déterminé
qu’en absence de la cavéoline, les radeaux lipidiques sont capables de former
des invaginations cavéolaires instables et très dynamiques. Donc, la présence
de la cavéoline-J a pour but de stabiliser les invaginations cavéolaires et de
réguler leur capacité endocytaire. Ces études ont aussi mis en évidence
l’existence de multiples voies d’endocytose dépendante des cavéoles.
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V. PERSPECTIVES
Maintenant que nous avons identifié les différentes voies dendocytose
que le complexe AMF/AMF-R utilïse pour cibler le REL ou les MVBs. Des
travaux supplémentaires pourront être faits pour déterminer les mécanismes de
triage ou de la cinétique de l’endocytose de l’AMF/AMF-R via les
cavéoles/radeaux lipidiques vers le REL, ou de son endocytose via la voie de
clathrine et de son recyclage vers les fibrilles de fibronectine. Compte tenu de
l’identification de l’AMF-R comme une ubiquitine ligase E3, il serait également
intéressant de déterminer si l’ubiquitination du récepteur joue un rôle important
dans la sélection de la voie d’endocytose utilisée par l’AMF/AMF-R.
Pour analyser la cinétique de l’internalisation de l’AMF/AMF-R, nous
pourrions effectuer l’endocytose de lAME in vivo dans des cellules qui
expriment la cavéoline-1-GFP. La cointernalisation de l’AMF avec la cavéoline
1GFP permettrait: 1) de montrer que l’AMF est bien internalisé par les
cavéoles; 2) de déterminer le temps que l’AMF/AMF-R prend pour se rendre au
niveau du REL; 3) d’identifier un intermédiare (s’il y en s un) entre les cavéoles
et le REL. Il serait aussi très intéressant d’étudier l’endocytose de l’AMF-R
directement en co-transfectant par exemple, l’AMF-R-Texas-Red avec la
cavéoline-J-GFP. Ainsi, il serait peut-être possible de déterminer si l’AMF-R est
constitutivement endocyté vers le REL ou seulement lorsqu’il est stimulé par son
ligand AMF.
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Ensuite, pour étudier la cinétique du recyclage de l’AMF, nous pourrions
incuber les cellules avec l’AMF-FITC pendant environ 30 minutes afin de
permettre à l’AMF d’être endocyté vers les MVBs et in vivo via la microscopie
confocale, nous pourrions mesurer le temps que l’AMF prend pour être recyclé
vers les sites de fibronectine.
Afin de déterminer si l’ubiquitination est impliquée dans la sélection des
voies d’endocytose de l’AMF/AMF-R, nous pourrions étudier l’endocytose de
l’AMF dans les cellules qui expriment un AMF-R muté dans lequel le domaine
Cue (domaine de liaison à l’ubiquitin) a été enlevé. De cette façon, nous
pourrions déterminer si l’ubiquination est impliquée d’une façon quelconque
dans l’endocytose de I’AMF/AMF-R et si elle influence la voie d’endocytose que
l’AMF/AMF-R utilise pour être endocyté. Nous pourrions aussi effectuer
l’endocytose de l’AMF en présence d’un inhibiteur du protéasome et regarder
s’il y a un effet sur son endocytose.
Il a été démontré que la stimulation de la migration des cellules avec un
“laminar shear stress” relocalise les cavéoles vers le côté arrière de la cellule et
coïncide avec le début de la propagation du calcium. De plus, des études de
microscopie électronique dans ces cellules, montrent que plusieurs cavéoles se
retrouvent à proximité du REL (lsshiki et al., 2002b). li serait donc très
intéressant d’observer in vivo, l’endocytose de l’AMF dans des conditions où il y
a une stimulation de la motilité.
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Le développement d’un tel modèle pourrait nous permettre de déterminer
si l’endocytose du complexe I’AMF/AMF-R s’effectue sélectivement au côté
arrière de la cellule. De plus, au niveau de la région riche en cavéoles, nous
pourrions observer si l’endocytose de l’AMF/AMF-R joue un rôle dans la
libération du calcium. En même temps, nous pourrions déterminer si dans une
cellule motile, l’endocytose (via les vésicules de clathrine) et le recyclage de
l’AMF/AMF-R s’effectuent à partir du côté guide ou à l’arrière de la cellule.
Il a été montré que I’AMF stimule l’invasion des cellules et la sécrétion
des métalloprotéases-2 (Torimura et al., 2001). Afin de déterminer s’il y a
relation entre la motilité cellulaire, l’endocytose et le recyclage du complexe
AMF/AMF-R, ainsi que la libération des métalloprotéinases; nous pourrions
cointernaliser l’AMF avec un anticorps contre les métalloprotéases-2 ou
effectuer l’endocytose de l’AMF et ensuite, faite un double marquage avec un
anticorps contre les métalloprotéases-2 dans les cellules motiles.
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